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POVZETEK 
Rakava obolenja predstavljajo poleg kardiovaskularnih bolezni najpomembnejši 
javnozdravstveni problem v svetovnem merilu. Gre za široko skupino bolezni, pri kateri 
nekontrolirana delitev celic in njihovo razraščanje v okoliška tkiva zaradi odpovedi 
kontrolnih sistemov povzročita nastanek tumorja. 
Protein toplotnega šoka 90 (Hsp90) je od ATP odvisni šaperon, ki v celicah pomaga pri 
zvijanju in stabilizaciji več kot 200 substratnih proteinov. Ti nadzorujejo celični cikel in 
celično preživetje ter so vpleteni v številne signalne poti. V rakavih celicah so substrati 
Hsp90 pogosto mutirani, njihovo delovanje in stabilizacija pa sta odvisni od povečane 
aktivnosti proteina Hsp90, kar lahko vodi v neoplastične spremembe in nastanek tumorja.  
Raziskovalci so pri iskanju novih načinov zdravljenja raka odkrili, da lahko z zaviranjem 
delovanja proteina Hsp90 dosežemo protitumorno delovanje. Prvi zaviralci so interagirali z 
vezavnim mestom za ATP na N-končni domeni proteina, vendar je zaradi njihove toksičnosti 
in sprožitve odziva toplotnega šoka njihov terapevtski potencial omejen. Z odkritjem 
novobiocina, ki se veže v C-končno domeno Hsp90 in ne inducira odziva toplotnega šoka, 
je C-končna domena postala nova tarča za razvoj protitumornih učinkovin.  
V okviru magistrske naloge smo sintetizirali trinajst potencialnih piperidinskih zaviralcev 
C-končne domene Hsp90, ki smo jih pripravili z modifikacijo referenčne spojine. Vlogo 
hidroksilne skupine na obroču piperidina smo proučili z vpeljavo amidne vezi, ki smo jo pri 
nekaterih analogih vpeljali tudi med osrednja obroča distančnika. Proučevali smo tudi vpliv 
menjave različnih lipofilnih substituentov na aromatskem obroču in raziskali vpliv 
bazičnega centra na morfolinu. S testom MTS smo v nadaljevanju določili vpliv 
sintetiziranih spojin na proliferacijo celic raka dojke MCF-7. Najaktivnejše spojine smo nato 
testirali v širšem koncentracijskem območju na celičnih linijah MCF-7 in HepG2 ter jim 
določili vrednost IC50. Ugotovili smo, da štiri spojine vplivajo na znižanje proliferacije celic, 
le dve pa sta imeli močnejše delovanje v primerjavi z referenčno spojino. Rezultati 
magistrske naloge imajo pomemben doprinos k razumevanju odnosa med strukturo in 
delovanjem ter so osnova za nadaljnjo optimizacijo do spojin z izboljšanim protitumornim 
delovanjem. 
Ključne besede: rak, protein toplotnega šoka, C-končni zaviralci Hsp90, MCF-7, piperidin 
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ABSTRACT 
Cancer is alongside cardiovascular diseases one of the main public-health problems 
worldwide. It is characterised by uncontrolled cell division and cell proliferation into 
surrounding tissues, where tumour formation begins. 
Heat shock protein 90 (Hsp90) is an ATP-dependent molecular chaperone, which has an 
important role in regulation of folding and stability of more than 200 client proteins. Clients 
control cell cycle and cell survival, and assist in many signalling pathways. In cancer cells, 
Hsp90 activity is overexpressed to stabilize these clients, which are often mutated and 
responsible for neoplastic changes. 
Inhibition of Hsp90 represents a new therapeutic target for cancer treatment. First Hsp90 
inhibitors targeted N-terminal ATP-binding site of the protein. They displayed limited 
therapeutic potential in anticancer treatment and caused side effects – toxicity and induction 
of heat shock response. Discovery that novobiocin, first identified Hsp90 C-terminal 
inhibitor, does not induce heat shock response started a new era of developing novel 
anticancer inhibitors targeting Hsp90.  
Experimental work of this master’s thesis contains synthesis of thirteen potential Hsp90 C-
terminal inhibitors with piperidine scaffold based on the reference Hsp90 inhibitor. We 
studied the role of hydroxyl group on piperidine scaffold by replacing it with an amide bond. 
We studied structure-activity relationship by changing different lipophilic substituents on 
the benzene ring, and importance of the basic centre on the morpholine ring. We tested 
activity of synthesized analogues with MTS test of cell proliferation in human breast cancer 
cells MCF-7 and liver cancer HepG2 cell line. For the most active compounds, we 
determined IC50 values in MCF-7 and HepG2 cell lines. Four compounds showed effect on 
cell proliferation, but only two analogues displayed better activity than reference compound. 
Results of this master’s thesis have an important contribution to understanding of the 
structure-activity relationship, which is a basic for further optimization of analogues with 
improved anticancer activity and higher Hsp90 binding affinity.   
Key words: cancer, heat shock proteins, Hsp90 C-terminal inhibitors, MCF-7, piperidine  
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SEZNAM OKRAJŠAV 
17-AAG 17-N-alilamino-17-demetoksigeldanamicin 
17-DMAG 17-dimetilaminoetilamino-17-demetoksigeldanamicin 
ADP adenozin difosfat 
Ar-H aromatski vodik 
ATP adenozin trifosfat 
Boc terc-butiloksikarbonil  
CDCl3 devteriran kloroform 
CKD C-končna domena 
DKM diklorometan 
DMF N,N-dimetilformamid 
DMSO dimetilsulfoksid 
DMSO-d6 devteriran dimetilsulfoksid 
EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid 
EtOAc etilacetat 
HepG2 človeška celična linija raka jeter 
HOBt 1-hidroksibenzotriazol 
HR-MS masna spektrometrija visoke ločljivosti 
HSF-1 faktor aktivacije toplotnega šoka 1 
Hsp protein toplotnega šoka 
IC50 srednja zaviralna koncentracija (koncentracija spojine, ki pomeni 
50 % zmanjšanje celične proliferacije) 
J sklopitvena konstanta 
MCF-7 človeška celična linija raka dojke 
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MD srednja domena 
MeOH metanol 
MF mobilna faza 
MS masna spektrometrija 
MTS ((3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoskifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolijeva sol) 
NADH nikotinamid adenin dinukleotid 
NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
NMM N-metilmorfolin 
NMR jedrska magnetna resonanca 
NKD N-končna domena 
PBS fosfatni pufer 
Pi fosfat 
Rf retencijski faktor 
SAR odnos med strukturo in delovanjem  
SK-BR3 človeška celična linija raka dojke 
TLC tankoplastna kromatografija 
TMS tetrametilsilan 
TT temperatura tališča 
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1 UVOD 
1.1 RAK 
Zgodovina bolezni raka sega v 4. st. pred našim štetjem, ko se je med prvimi o vzrokih za 
nastanek raka spraševal Hipokrat. Njegov nauk, da raka povzroča presežek žolča, ki ga 
sproščata vranica in želodec, in ne jetra, je veljala skozi celoten srednji vek. Šele klinična 
odkritja renesanse so privedla do novih tez o nastanku raka. Takrat je Ramazzini v svojem 
delu De morbis artificium (1713) poudaril, da je prevalenca raka na dojki višja pri tistih 
ženskah, ki niso imele otrok. To je potrdila tudi statistična analiza Rigoni-Sterna, s katero je 
ugotovil, da je rak petkrat bolj razširjen med nunami v primerjavi z ostalimi ženskami.  
Mejnik onkološke epidemiologije je bilo leto 1775, ko je londonski kirurg Sir Percival Pott 
rak prvič predstavil kot poklicno bolezen dimnikarjev. S svojim delom je opozoril na pomen 
okolja, saj je bila pri dimnikarjih prevalenca raka na modih nižja pri tistih osebah, ki so 
nosile zaščitna oblačila in so se tako zaščitile pred sajami. (1,2)  
Širše raziskave o pojavu raka na določenem območju in želja po natančnejšem nadzoru in 
bolj zanesljivih podatkih so privedla do ustanavljanja registrov raka. Prvi v Evropi je bil 
ustanovljen leta 1929 v Hamburgu, v letu 1950 pa je tudi Onkološki inštitut v Ljubljani dobil 
svoj Register raka Republike Slovenije. (1,3) 
Rak postaja poleg kardiovaskularnih bolezni najpomembnejši javnozdravstveni problem, 
tako doma kot po svetu. (4) Pomembno breme predstavlja staranje prebivalstva, saj 
statistični rezultati incidence raka kažejo, da je kar 90 % obolelih za rakom starejših od 50 
let. Zaradi tega lahko pričakujemo, da se bo povprečni letni porast obolelih za rakom v 
Sloveniji, ki trenutno znaša 2,0 %, le še povečal. (5) Moški najpogosteje zbolevajo za rakom 
na prostati, kožnim rakom, rakom pljuč, rakom debelega črevesja in danke (slika 1). Pri 
ženskah je najpogostejši rak dojke, kožni rak, rak debelega črevesja in danke, pljučni rak in 
rak na materničnem vratu (slika 1). (6) 
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Slika 1: Delež najpogostejših rakov pri moških in ženskah v Sloveniji (2005) po (6) 
1.1.1 Molekularni mehanizmi nastanka raka (kancerogeneza) 
Rak je široka skupina bolezni, do katerih pripeljejo spremembe v genomu. Zaradi 
okvarjenega nadzora celične delitve in okvare odmiranja celic, se izrojene celice 
nekontrolirano razmnožujejo in razraščajo v okoliška tkiva. (7) Bistvene lastnosti rakavih 
celic so njihova nesmrtnost, lastna produkcija rastnih dejavnikov in njihovih receptorjev, 
slaba diferenciranost in specializiranost, izguba kontaktne inhibicije, ki jim omogoča 
gradnjo večplastne strukture in klonalno rast, genomska nestabilnost ter neodzivnost na 
signale, ki uravnavajo število celičnih delitev in programirano celično smrt. (7, 8, 9) 
Kancerogeneza, ki pomeni nastanek malignega tumorja oz. maligne novotvorbe, je 
tristopenjski proces, ki sestoji iz faze iniciacije, promocije in progresije. Pri tem je potrebno 
ogromno molekularnih sprememb, ki spremenijo delovanje normalnih celic, in hkratna 
odpoved kontrolnih sistemov, ki bi te napake popravljali. (10) 
Kancerogeneza se začne s fazo iniciacije, pri kateri se pod vplivom različnih kancerogenih 
dejavnikov (slika 2) v celicah začnejo kopičiti spremembe. Na celično DNA posredno ali 
neposredno vplivajo kancerogeni dejavniki, ki povzročajo mutacije in jih imenujemo 
mutageni dejavniki. Epigenetski kancerogeni dejavniki spreminjajo metilacijo DNA, kar 
povzroči spremenjeno izražanje posameznih genov (glej poglavje 1.1.2 Pomembne skupine 
genov za neoplastično transformacijo). (1, 9)  
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Slika 2: Mutageni in epigenetski kancerogeni dejavniki (prirejeno po (1)). 
Za razvoj maligne novotvorbe pa samo delovanje kancerogenega dejavnika ni zadostno. Ta 
deluje le kot iniciator (pobudnik), ki povzroča nepovratne spremembe DNA, ter spremenjeno 
delovanje genov, vpletenih v kancerogenezo. Za rakasto pretvorbo je potreben tudi promotor 
(spodbujevalec). Njegovo delovanje ni kancerogeno, vendar s svojo aktivnostjo spodbuja 
delovanje kancerogenih snovi, s čimer pospeši nekontrolirano delitev mutiranih celic in 
skrajša čas za nastanek tumorske celice. Med ključne promotorje spadajo hormoni 
(estrogeni), fenoli, zdravila, forbolni estri in cigaretni dim. (7) Fazi promocije sledi zadnja 
faza, imenovana faza progresije, pri kateri pride do končnega izražanja malignega tumorja. 
V tej fazi se tvori tumorsko krvožilje, ki celicam omogoča oskrbo s kisikom in hranilnimi 
snovmi. Posledica tega je klonalna rast tumorskih celic in sposobnost metastaziranja 
(zasevanja) v okoliška tkiva. (1, 7)  
 
Slika 3: Proces nastanka maligne novotvorbe oz. tumorja, njegova invazija in 
metastaziranje (prirejeno po (11)) 
kancerogeni 
dejavniki
mutageni 
dejavniki
fizikalni
- UV svetloba
- ionizirajoče sevanje
kemični
- aflatoksini, heterociklični 
aromatski amini, 
benzopireni, N-nitrozamini, 
katrani, akrilamid
biološki
- virusi (virus hepatitisa B, 
Epstein Barrov virus, humani 
T- limfocitotropni virus)
epigenetski 
dejavniki
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1.1.2 Pomembne skupine genov za neoplastično transformacijo   
Najpomembnejši skupini genov, katerih mutacije in sprememba njihove stopnje metilacije 
vodita do neoplastične spremembe in nastanka tumorja, so protoonkogeni in tumor 
zavirajoči geni oz. antionkogeni. (1, 7) 
Protoonkogeni so geni, ki nosijo zapise za proteine, ki stimulirajo celični cikel in tako skrbijo 
za rast in diferenciacijo celic. Če zaradi delovanja kancerogenih dejavnikov pride do njihove 
mutacije in/ali zmanjšane metilacije, se protoonkogeni spremenijo v onkogene. Le-ti 
povečajo aktivnost celične delitve, kar vodi v nenadzorovano rast celic. Delovanje 
onkogenov je dominantno, kar pomeni, da do klonalne rasti celic privede že sprememba 
enega samega alela. Poznanih je več kot sto različnih onkogenov, ki jih lahko razdelimo v 
štiri skupine glede na mesto delovanja v kaskadi celičnega cikla (slika 4). (1, 7) 
 
 
 
 
 
 
 
Antionkogeni oz. tumor zavirajoči geni (slika 5) nosijo zapise za proteine, ki zavirajo celično 
razmnoževanje in tako ščitijo organizem pred nekontrolirano delitvijo tumorskih celic. 
Kadar pride do njihove mutacije in/ali povečane metilacije regulatorne regije, se zmanjša 
njihova aktivnost, kar privede do odsotnosti nadzora nad celičnim ciklom. Celice se tako 
nenadzorovano delijo, kar pospeši proces kancerogeneze. V primerjavi z mutacijami 
onkogenov so mutacije protoonkogenov pogostejše, za njihovo nepravilno delovanje pa 
morata biti mutirana oba alela. Tumor zavirajoči geni so široka skupina genov, ki delujejo 
tako na površini celice kakor tudi v jedru in citoplazmi. (1, 7) 
 
 
 
1. Rastni 
dejavniki
•Hst,
•Sis
2. Receptorji 
rastnih 
dejavnikov
•Ret, 
•erb-A, 
•erb-B, 
•neu(erb-2)
3. Citoplazemski 
prenašalci 
signalov
•Abl, 
•H-ras,
•K-ras, 
•N-ras
4. Transkripcijski 
dejavniki
•Fos, 
•N-myc, 
•Myb
Slika 4: Štiri skupine onkogenov v kaskadi celičnega cikla, (prirejeno po (1)) 
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1.2 PROTEINI TOPLOTNEGA ŠOKA – HSP 
Proteini toplotnega šoka (ang. ''heat shock proteins'' - Hsp) so bili prvič po naključju odkriti 
v žlezah slinavkah vinske mušice Drosophilla melanogaster, ki je bila izpostavljena stresnim 
pogojem povišane temperature, od koder izvira tudi njihovo ime. (12, 13) 
Proteini toplotnega šoka so molekularni šaperoni, ki s svojo konstantno aktivnostjo v celicah 
skrbijo za homeostazo proteinov, tako v normalnih kakor tudi v stresnih pogojih. (2, 14) Pod 
normalnimi pogoji konstitutivne oblike Hsp (Hsc70 in Hsp90β) pomagajo pri zvijanju 
proteinov, preprečujejo nepravilno zvitje proteinov, ki bi povzročilo njihovo agregacijo, 
sodelujejo pri transportu napačno zvitih proteinov do proteasomov, v katerih poteče njihova 
razgradnja, nadzirajo sintezo in razgradnjo ključnih regulatorjev celične rasti, nadzirajo 
celično diferenciacijo in celično preživetje. (2, 14, 17)  
Kadar se v celici sprožijo stresni pogoji zaradi vpliva toplotnega šoka, ishemije, hipoksije, 
težkih kovin, delovanja analogov aminokislin, visokih koncentracij glukoze in/ali 
oksidativnega stresa, se aktivirajo inducibilne oblike Hsp (Hsp100, Hsp90α, Hsp70, Hsp30). 
(2, 15, 18, 19) Tudi rakave celice za organizem predstavljajo stresne pogoje, pod katerimi se 
poveča njihovo delovanje. Ker so inducibilne oblike proteinov Hsp ključne za stabilizacijo, 
zvijanje in doseganje ustrezne konformacije proteinov v rakastih celicah, je zaviranje 
njihovega delovanja pomembna tarča v terapiji številnih bolezni, med katerimi je tudi rak. 
V preglednici I so predstavljene različne družine proteinov Hsp glede na njihovo velikost 
(kDa) in se uporabljajo kot tarče zdravljenja številnih bolezni. (2) 
•gen za receptor TGF-β
•gen za kadherin-E
1. Molekule na celični površini
-receptorji za zaviralne rastne dejavnike
-proteini za nadzor celične adhezije
•gen NF-1
•gen APC
2. Proteini, ki preprečujejo prenos signala 
rastnih dejavnikov v celici
•gen Rb
•gen p53
3. Proteini, ki uravnavajo transkripcijo DNA 
v jedru in delitev celic 
Slika 5: Predstavniki tumor zavirajočih genov (prirejeno po (7)). 
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Preglednica I: Družine proteinov Hsp kot potencialne tarče v terapiji različnih bolezni 
(prirejeno po (2)) 
DRUŽINA HSP TARČA TERAPIJE ZDRAVLJENJA 
Hsp90 terapija rakavih bolezni in nevrodegenerativnih bolezni  
Hsp70 
terapija infekcijskih bolezni, protivirusna terapija, terapija raka, 
terapija nevrodegenerativnih bolezni (Alzheimerjeva bolezen, 
multipla skleroza) 
Hsp60 
terapija Alzheimerjeve bolezni in kronične vnetne bolezni 
(parodontalna bolezen) 
Hsp27 terapija rakavih bolezni  
 
1.3 PROTEIN TOPLOTNEGA ŠOKA 90 - HSP90 
Protein toplotnega šoka 90 (ang. ''Heat shock protein 90'' - Hsp90) je 90 kDa velik 
homodimerni molekularni šaperon, katerega delovanje je odvisno od hidrolize ATP. (14) 
Hsp90 se pojavlja v različnih homolognih oblikah, njihovo število pa je odvisno od 
kompleksnosti organizma. Najpreprostejši organizmi, kot so bakterije (npr. Escherichia 
coli), vsebujejo en homolog HtpG, medtem ko pri kvasovkah najdemo en ali dva homologa 
v citosolu in en homolog v mitohondriju celice (Hsp82 in Hsc82). (12, 14, 20) Kompleksnost 
evkariontskih celic je večja, tako v človeških celicah zasledimo štiri izoformne oblike 
(preglednica II). (14, 20)  
Preglednica II: Izoformne oblike Hsp90 v različnih organizmih, (prirejeno po (14, 20, 21)  
ORGANIZEM IZOFORMNA OBLIKA LOKACIJA 
Bakterije HtpG citosol 
Kvasovke 
Hsp82 (inducibilna oblika) 
citosol, mitohondrij 
Hsc82 (konstitutivna oblika) 
Evkarionti 
Hsp90α (inducibilna oblika) 
citosol 
Hsp90β (konstitutivna oblika) 
Trap1 mitohondrij 
Grp94 
endoplazemski 
retikulum 
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Hsp90 je v celicah evkariontov zelo razširjen molekularni šaperon, saj njegova konstitutivna 
oblika Hsp90β predstavlja 1-2 % celokupne mase proteinov v citosolu celice. Pod stresnimi 
pogoji se poveča njegova ekspresija in tako lahko skupaj z inducibilno obliko Hsp90α 
zavzame 4-6 % celokupne mase proteinov. (2, 14, 19)  
1.3.1 Struktura Hsp90 
Protein Hsp90 je 90 kDA velik homodimerni protein, ki ga gradita dve približno 732 
aminokislin dolgi verigi. (2, 14) Vsaka posamezna veriga je sestavljena iz treh domen in 
sicer N-končne domene (NKD), srednje domene (MD) in C-končne domene (CKD) (slika 
6), ki so velike 25 kDa, 35 kDa in 10 kDa.   
NKD gradi N-terminalni konec z 
vezavnim mestom za ATP, ki je 
odgovoren za aktivnost proteina. 
Srednja domena je razdeljena na veliko 
srednjo in malo srednjo domeno in 
predstavlja hidrofobno območje, preko 
katerega poteka vezava ko-šaperonov in 
substratnih proteinov. (16, 17, 20) CKD 
sestoji iz C-terminalnega dela z 
dodatnim vezavnim mestom za ATP in 
predstavlja dimerizacijsko mesto 
proteina. CKD evkariontov vsebuje tudi 
podaljšano pentapeptidno zaporedje 
aminokislin MEEVD (Met-Glu-Glu-
Val-Asp), ki ga za svojo specifično vezavo prepoznajo ko-šaperoni z značilnim 
tetratrikopeptidnim zaporedjem (TPR). (2, 15, 17, 20)  
  
              Slika 6: Struktura Hsp90 iz treh domen 
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1.3.2 Katalitični cikel Hsp90 
Hsp90 je konformacijsko zelo dinamična molekula (slika 7). Homodimerna oblika proteina 
Hsp90 je v odsotnosti ATP povezana preko C-končne domene in tvori široko, odprto 
konformacijo v obliki črke V. N-končni domeni sta prosti za vezavo ATP. Z vezavo ATP na 
N-končni domeni se protein delno zapre in poteče njegova dimerizacija. Nato pride do 
prekrižanja srednjih domen in tvorbe stabilne zaprte dimerne strukture. Takšna struktura je 
ključna za opravljanje šaperonske aktivnosti Hsp90 na svojih substratih. Ko opravi svojo 
funkcijo, pride do hidrolize ATP, pri čemer se odcepita ADP in fosfat ter poteče disociacija 
N-končne domene. Protein tako ponovno zavzame odprto konformacijo. (2, 14, 15, 17, 20)  
 
Slika 7: Katalitični cikel Hsp90, (prirejeno po (22)) 
 
ATP-azno aktivnost in z njo povezano funkcijo Hsp90 kontrolira več kot 20 proteinov, 
imenovanih ko-šaperoni. Hsp90 za izvajanje posamezne funkcije v povezavi s substratom 
potrebuje specifične ko-šaperone. Ko-šaperona Cdc37 in p23 na primer zavirata ATP-azno 
aktivnost Hsp90, medtem ko jo Aha1 aktivira. (2, 14, 15, 17, 20, 22) 
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1.3.3 Substrati proteina Hsp90 
Protein Hsp90 deluje na več kot 200 proteinov substratov in skrbi za njihovo aktivacijo in 
stabilizacijo. Večina njegovih substratov so protein kinaze, transkripcijski faktorji in 
signalne molekule, ki so vključeni v številne biološke procese. Ti zajemajo celično rast in 
razmnoževanje, regulacijo celičnega cikla, preprečevanje agregacije proteinov, uravnavanje 
hormonskih in drugih signalnih poti ter nadzor nad celičnim preživetjem. (2, 19)  
Rakave celice v primerjavi z normalnimi celicami izkazujejo povečane potrebe po delovanju 
proteinov Hsp90. Pri raku je veliko njegovih substratov mutiranih, ali pa je povečano njihovo 
izražanje, zato je povečana aktivnost proteina Hsp90 ključna za zagotavljanje njihove 
aktivacije in stabilizacije, ki sta odvisni za izvrševanje njihovih funkcij. V tem primeru se 
aktivirajo inducibilne oblike proteina Hsp90, ki so zadolžene za stabilizacijo širokega 
spektra onkogenih substratov, ki sodelujejo v procesu kancerogeneze in maligne 
transformacije (slika 8). (19, 23) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 8: Onkogeni substrati odgovorni za neoplastične spremembe (prirejeno po (17, 24)) 
Tirozin-kinazni receptorji na 
celični površini  
 ErbB2, HER2, TGF I in II 
 
Citoplazemske Src – tirozin kinaze 
 Src, Yes, Fes, Fps, Abl, Lck 
Raf – serin treonin kinaze 
 Raf1, B-Raf 
Od ciklinov odvisne  
kinaze 
 CDK4, CDK6 
Telomeraze 
 hTERT 
Metaloproteinaze 
 MMP2, MMP9 
Tumor zavirajoči geni 
 p53 
Protein kinaze 
 CK2 
Prenos signalov v 
citoplazmo 
Prenos rastnih signalov 
Prenos signala iz 
citoplazme v jedro 
Regulacija 
celičnega cikla 
Kontrola invazije in 
metastaziranja 
Programirana celična 
smrt 
Celična delitev, preživetje, 
genska ekspresija 
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Z zaviranjem proteina Hsp90 preprečimo njegovo šaperonsko aktivnost, ki je ključna za 
stabilizacijo vseh predstavljenih onkogenih in mutiranih proteinov (slika 8), ki sodelujejo v 
signalnih poteh proliferacije tumorskih celic. Zato odkrivanje novih potencialnih zaviralcev 
proteina Hsp90 predstavlja eno izmed pomembnih tarč razvoja protitumornih učinkovin. 
1.4 ZAVIRALCI PROTEINA Hsp90 
Razvoj prvih zaviralcev proteina Hsp90 je bil usmerjen v razvoj zaviralcev NKD. Njihova 
slaba učinkovitost, toksičnost, predvsem pa delovanje povezano z indukcijo toplotnega šoka 
je predstavljalo glavno omejitev za doseganje njihovega terapevtskega potenciala (poglavje 
1.4.2 Slabosti in neželeni učinki zaviralcev N-končne domene Hsp90). Z odkritjem 
zaviralcev CKD proteina Hsp90, z izboljšano učinkovitostjo in delovanjem, ki ne povzroči 
odziva toplotnega šoka, kar pripomore k zmanjšani toksičnosti, je CKD proteina HSP90 
postala nova tarča razvoja protitumornih učinkovin.  
1.4.1 Zaviralci vezavnega mesta za ATP N-končne domene Hsp90  
Prvi naravni odkriti zaviralec vezavnega mesta za ATP NKD je bil geldanamicin (slika 9). 
(19) Ta zaviralec spada v skupino benzokinonskih antibiotikov ansamicina, (2) ki so ga prvič 
izolirali leta 1970 iz Streptomyces hygroscopicus. (19) Ta selektivno zavira delovanje 
Hsp90, saj s svojo vezavo prepreči, da bi se molekula ATP vezala v svoje vezavno mesto, 
kar je pogoj za doseganje ustrezne konformacije proteina in posledično izvajanja njegovega 
katalitičnega delovanja.  
Kljub svoji učinkovitosti, geldanamicin zaradi slabe topnosti, omejene stabilnosti in vivo in 
hepatotoksičnega delovanja ni prišel do faze kliničnih študij. Razvoj je vodil do sinteze 
njegovih analogov, s katerimi so skušali izboljšati vodotopnost in zmanjšati toksičnost. Prva 
sintezna analoga sta bila 17-AAG (17-N-alilamino-17-demetoksigeldanamicin) in 17-
DMAG (17-dimetilaminoetilamino-17-demetoksigeldanamicin) (slika 9). Kljub znižani 
toksičnosti, pa sta bili pomembni omejitvi slaba topnost in omejen metabolizem s slabim 
očistkom. Edini derivat, ki je še danes del aktivnega proučevanja in je prestal fazo II in III 
kliničnih testiranj, je derivat z izboljšano vodotopnostjo IPI-504 (17-alilamino-17-
demetoksigeldanamicin hidrokinon klorid), ki je reducirana oblika 17-AAG. (2, 19) 
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Slika 9: Predstavniki zaviralcev NKD: Geldanamicin in njegovi sintezni analogi 
Druga skupina zaviralcev vezavnega mesta za ATP na NKD Hsp90 so analogi naravnega 
makrolidnega laktonskega antibiotika radicikola (slika 10), izoliranega iz gliv Monocillium 
nordinii in Monosporium bonorden. Njegovo kemično in metabolno aktivnost so izboljšali 
z oksimskimi analogi, kot sta KF-55823 in KF-25706 (slika 10). In vitro študije so potrdile 
njihovo učinkovitost pri zaviranju raka, kljub temu pa nobena izmed spojin ni prešla v fazo 
kliničnih preizkušanj. (19) 
 
Slika 10: Druga skupina predstavnikov zaviralcev NKD Hsp90: radicikol in njegovi 
sintezni analogi (prirejeno po (19)) 
1.4.2 Slabosti in neželeni učinki zaviralcev N-končne domene Hsp90  
Kljub nekaterim obetavnim kliničnim izidom pri zaviranju raka je uporaba zaviralcev NKD 
omejena. Kljub temu, da so nekateri analogi naravnih zaviralcev NKD Hsp90 prestali 
posamezne faze kliničnih študij, do danes ni bila nobena spojina odobrena s strani ameriške 
agencije za hrano in zdravila (FDA). Nekatere izmed spojin izkazujejo visok potencial za 
hepatotoksičnost in kardiotoksičnost, poleg tega pa je njihovo delovanje povezano z 
Geldanamicin R= OCH3 
17-DMAG  
(Alvespimicin)  
R= NHCH2CH=CH2 
17-AAG  
(Tanespimicin) 
R=NHCH2CH2N(CH3)2 
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indukcijo odziva toplotnega šoka, ki predstavlja bistveno omejitev za razvoj novih 
zaviralcev vezavnega mesta za ATP NKD Hsp90. (15) Pri tem ima bistveno vlogo faktor 
aktivacije toplotnega šoka (HSF1, angl. heat shock factor 1). Ta je v normalnih pogojih v 
citoplazmi celic vezan na šaperona Hsp90 in Hsp70, kar zavira njegovo delovanje. Pod 
stresnimi pogoji pride do njegove disociiacije od šaperonov Hsp70 in Hsp90 in translokacije 
v jedro celic, kjer aktivira ostale šaperone, med katerimi so najpomembnejši Hsp70, Hsp40 
in Hsp27. (25) Ti kompenzatorno poleg Hsp90 stabilizirajo onkogene proteine, kar pospeši 
delitev rakavih celic in proces kancerogeneze. (14) Ena izmed hipotez odziva toplotnega 
šoka pri zaviralcih NKD Hsp90 je povezana z visoko koncentracijo, ki je potrebna za 
zaviranje Hsp90, kar povzroči disociacijo HSF1 in aktivacijo ostalih šaperonov. (14) 
Medtem se druga hipoteza nanaša na dejstvo, da zaviralci CKD Hsp90 delujejo na drugo 
tarčno mesto proteina, ki povzroči nastanek takšne konformacije proteina, ki ne izzove 
aktivacije faktorja toplotnega šoka (HSF1). Da bi se izognili težavam povezanih z visoko 
toksičnostjo in odzivom toplotnega šoka zaradi delovanja zaviralcev NKD Hsp90, so začeli 
razvijati nove alosterične zaviralce Hsp90 z delovanjem na CKD proteina. (25, 26) 
1.4.3 Zaviralci C-končne domene Hsp90 
Prve raziskave povezane z zaviranjem CKD proteina Hsp90 je s svojimi sodelavci začel 
Neckers leta 2000. (2, 14). Odkrili so, da zaviralca bakterijske DNA-giraze novobiocin in 
klorobiocin, ki spadata v skupino aminokumarinskih antibiotikov, z vezavo na CKD Hsp90 
povzročita alosterično zaviranje delovanja, ne da bi pri tem izzvala odziv toplotnega šoka. 
(27, 28) Kljub temu imata učinkovini slab terapevtski potencial, saj so za doseganje zaviranja 
Hsp90 potrebne zelo visoke koncentracije (IC50= 700 µM v celični liniji SK-BR3). (29) Zato 
je postalo odkrivanje analogov novobiocina z izboljšano zaviralno aktivnostjo novo 
pomembno področje raziskav. (14, 15) 
Delo je nadaljeval Blagg s svojimi sodelavci. Ker kristalna struktura Hsp90 v kompleksu z 
zaviralcem CKD ni poznana, so želeli raziskati odnos med strukturo in delovanjem (SAR) s 
sintezo analogov novobiocina in njihovim vrednotenjem v človeški celični liniji raka dojk 
SK-BR3. (14) Proučevali so pomen treh bistvenih strukturnih elementov za vezavo: 
benzamidni del, osrednji kumarinski del in sladkorni del iz novioze (slika 11). Leta 2005 so 
objavili knjižnico spojin, kjer so z modifikacijo novobiocina (skrajšana N-acilna stranska 
veriga, odstranjen 4-hidroksi substituent in karbamoilna skupina na noviozi) pripravili 
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spojini A4 (SK-BR3, IC50 = 10 µM) in KU-32 s 70× učinkovitejšim delovanjem (slika 11). 
(30, 31, 32) 
 
 
Slika 11: Prve modifikacije novobiocina s kratkimi alkilnimi substituenti, s katerimi so prišli 
do izboljšanih analogov z nevroprotektivnimi učinki. 
Ugotovili so, da je za zaviranje proteina Hsp90 pomembna vezava novioze na mestu 7 in 
amidna vez na mestu 3 kumarinskega obroča, zaviralno aktivnost pa poveča zamenjava 
karbamoilne skupine s hidroksilno skupino na noviozi. (33) Z raziskavami so ugotovili, da 
zaviranje aktivnosti Hsp90 s spojinama A4 in KU-32 ne povzroči protitumornega delovanja, 
ima pa nevroprotektivno vlogo v terapiji nevrodegenerativnih bolezni (Alzheimerjeva 
bolezen in Huntingtonova bolezen) in diabetične nevropatije. (31, 32) Vzrok pripisujejo 
skrajšanemu delu amidne verige, ki aktivira disociacijo kompleksa Aha1/Hsp90 in z 
aktivacijo HSF1 povzroči odziv toplotnega šoka. To povzroči povečano aktivnost Hsp27, 
Hsp40, Hsp70 in Hsp90, ki preprečujejo agregacijo napačno zvitih proteinov in pospešujejo 
njihovo degradacijo ter s tem nevroprotektivne učinke. Ugotovili so, da menjava majhnih 
alkilnih in cikloalkilnih substituentov na amidni vezi z daljšimi substituenti z vsaj petimi 
ogljikovimi atomi ne povzroči aktivacije kompleksa Aha1/Hsp90 in aktivacije HSF1, s 
čimer lahko pripravimo učinkovite analoge s protitumornim delovanjem. (34) Kot 
učinkovite spojine s protitumornim delovanjem so identificirali spojine z bifenilnimi 
substituenti amidne vezi, kot je spojina KU-174 (slika 12). (32, 34)  
BENZAMIDNI DEL 
KUMARINSKI DEL 
SLADKORNI DEL 
(NOVIOZA) 
NEVROPROTEKTIVNI 
UČINKI 
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PROTITUMORNI 
UČINKI 
 
 
Slika 12: Modificirani analogi novobiocina s protitumornim delovanjem 
 
V novih generacijah spojin, s katerimi so prišli do izboljšanih protitumornih učinkov, so 
poleg modificirane bifenilne strukture na amidni vezi, modificirali sladkorni del novioze in 
osrednji kumarinski del. Pri raziskovanju SAR so noviozo nadomestili s cikličnimi in 
acikličnimi amini, ki z bazičnim centrom omogočajo tvorbo vodikovih vezi in ionske 
interakcije. Za najučinkovitejšo zamenjavo se je izkazal piperidinski obroč (slika 12). (14, 
35) Kumarinski obroč, ki služi kot distančnik za ohranjanje ustrezne razdalje med 
benzamidnim delom in sladkorno enoto oz. dušikovim atomom piperidina so zamenjali z 
aromatskimi in heteroaromatskimi sistemi, ki so ohranili ustrezno razdaljo, pomembno za 
protitumorno delovanje. (14, 15, 16, 35) Ugotovili so, da so najučinkovitejši analogi tisti, ki 
kot distančnik namesto kumarinskega obroča vsebujejo bifenilni obročni sistem katerega 
razdalja med dušikovim atomom N-metilpiperidina in bifenilnim podaljškom amidne vezi 
znaša 7,7 – 12,1 Å. (35) Takšna spojina je bila KU820 (SK-BR3 IC50= 0,5 µM) (slika 12). 
Pri vezavi spojin v CKD so ugotovili, da je za inhibitorno delovanje ključna tako dolžina 
distančnika kot tudi njegova fleksibilnost, ki omogoča ustrezno orientacijo vseh delov 
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zaviralca pri vezavi v CKD Hsp90. Molekule z aromatskim ogrodjem imajo omejeno 
prostorsko gibanje oz. fleksibilnost, medtem ko nasičeni obročni sistemi povečujejo 
interakcije ligand-receptor. Fleksibilna struktura in nasičen obročni sistem namreč 
omogočata fleksibilnost prilagajanja različnim konformacijam, kar zagotavlja ustrezno 
orientacijo substituentov za vezavo v vezavno mesto in možnost tvorbe interakcij. (16) 
  
Magistrska naloga                                                                                             Urška Vižintin 
16 
DONOR H VEZI AKCEPTOR VODIKOVE VEZI 
BAZIČNI CENTER 
LIPOFILNO OBMOČJE 
AROMATSKO OBMOČJE Z 
LIPOFILNIMI SUBSTITUENTI 
2 NAČRT DELA  
V okviru magistrske naloge bomo sintetizirali nove potencialne piperidinske zaviralce CKD 
Hsp90. Izhodišče naše sinteze bo spojina TVS-21, ki so jo v raziskovalni skupini mentorja 
pridobili s tehniko virtualnega rešetanja na osnovi farmakofornega modela postavljenega s 
pomočjo znanih zaviralcev CKD Hsp90. Z vrednotenjem spojine TVS-21 na človeški celični 
liniji raka jeter HepG2 in raka dojk MCF-7 so ugotovili, da izkazuje antiproliferativno 
aktivnost v mikromolarnih koncentracijah (MCF-7 IC50=45 µM, HepG2 IC50=25 µM). Z 
upoštevanjem njenih farmakofornih elementov (slika 13) jo bomo uporabili kot izhodišče za 
optimizacijo novih zaviralcev CKD Hsp90.  
 
 
Slika 13: Farmakoforni model vezave TVS-21 v CKD Hsp90. 
Sintetiziranim analogom spojine TVS-21 bomo namesto hidroksilne skupine, ki je 
potencialno odgovorna za tvorbo vodikovih vezi, med piperidinski in aromatski obroč z 
lipofilnimi substituenti vpeljali amidno vez (slika 14, označeno zeleno). Zanimal nas bo tudi 
vpliv zaporedja strukturnih elementov amidne vezi, ki kot donorji in akceptorji sodelujejo 
pri tvorbi vodikovih vezi, zato bomo pripravili dva tipa analogov z različno povezavo med 
aromatskim obročem in piperidinom. Modificirali bomo tudi levi lipofilni del spojine, ki je 
v vezavnem mestu odgovoren za tvorbo hidrofobnih interakcij (slika 14, označeno rumeno). 
V analoge bomo vpeljali meta-klorofenilni in 3,5-dimetoksifenilni obroč. Meta-klorofenilni 
obroč bomo zamenjali tudi z orto- in para-klorofenilnimi analogi ter tako proučili vpliv 
različne pozicije klora na učinkovitost analogov. 
Osrednji del spojine služi kot distančnik za ohranjanje ustrezne razdalje levega in desnega 
dela spojine in skrbi za ustrezno orientacijo obeh delov v vezavnem mestu CKD Hsp90. 
Zanimal nas bo odnos med strukturo in delovanjem analogov z ohranjenim metilenskim 
Magistrska naloga                                                                                             Urška Vižintin 
17 
distančnikom in modificiranim distančnikom, kjer bomo med piperidinski obroč in desni 
aromatski obroč distančnika vpeljali amidno vez (slika 14, označeno oranžno). Izvedli bomo 
tudi modifikacije na desnem delu verige. Zanimal nas bo vpliv razdalje med kisikom in 
bazičnim centrom na morfolinu. Morfolinski obroč bomo zamenjali za piperidinski obroč. 
Vrednotili bomo tako spojino z zaščiteno aminsko skupino kot tudi z odstranjeno zaščitno 
skupino Boc (slika 14, označeno modro). Zanimalo nas bo tudi delovanje spojin v odsotnosti 
bazičnega centra, zato bomo pripravili analoga s prosto hidroksilno skupino.  
 
 
 
Slika 14: Načrt optimizacije referenčne spojine TVS-21 
 
V nadaljevanju bomo izvedli preliminarno testiranje sintetiziranih spojin  z MTS testom 
celične proliferacije. Z rezultati testiranj bomo skušali napovedati ključne strukturne 
elemente novih sintetiziranih analogov spojine TVS-21, ki doprinesejo k zaviralni aktivnosti 
CKD Hsp90 in nam bodo služili za izbor najaktivnejših spojin pri nadaljnji optimizaciji 
analogov s protitumornim delovanjem. Antiproliferativno aktivnost spojin bomo z MTS 
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testom celične proliferacije vrednotili pri koncentraciji spojin 50 µM na celičnih linijah raka 
dojke MCF-7 in raka jeter HepG2. Spojine bomo testirali z eno biološko ponovitvijo v 
triplikatu in rezultat podali kot delež proliferacije celic (%) ob izpostavljenosti 50 µM testne 
spojine. Spojine, ki bodo znižale delež proliferacije za vsaj 40 %, bomo na celičnih linijah 
MCF-7 in HepG2 testirali tudi v širšem koncentracijskem območju in jim določili vrednost 
IC50.  
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3 MATERIALI IN METODE SINTEZNI DEL 
3.1 MATERIALI 
Za sintezo spojin in njihovo izolacijo smo pri eksperimentalnem delu magistrske naloge 
uporabili reagente, organska in anorganska topila različnih proizvajalcev (Acros Organics, 
Apollo Scientific, Fluka, Merck, Sigma-Aldrich, Alfa Aesar in TCI).  
3.2 KROMATOGRAFSKE METODE 
3.2.1 Tankoplastna kromatografija – TLC 
Tankoplastno kromatografijo (TLC oz. angl. thin layer cromatography) smo uporabili za 
določanje poteka sinteznih reakcij in ugotavljanje prisotnih nečistot oz. stranskih produktov 
reakcij. S pomočjo TLC smo izbirali tudi primerno razmerje organskih topil (DKM:MeOH) 
za mobilno fazo, ki smo jo nato uporabili za čiščenje spojin s kolonsko kromatografijo. 
Raztopljene vzorce smo na ploščico TLC nanašali s pomočjo steklene kapilare ter 
kromatograme razvili v stekleni kadički z različnimi razmerji organskih topil, navedenih pri 
posameznih sinteznih postopkih. Za stacionarno fazo smo uporabili aluminijaste plošče 
proizvajalca Merck DC Fertigplatten Kieselgel 60 F254, z 0,2 mm debelim nanosom 
silikagela. Za detekcijo spojin smo uporabili UV lučko z valovno dolžino 254 nm. Nekatere 
spojine smo orosili z orositvenim reagentom ninhidrinom.  
3.2.2 ''Flash'' kolonska kromatografija 
''Flash'' kolonsko kromatografijo smo uporabili za čiščenje spojin, ki jih nismo mogli očistiti 
z ekstrakcijo ali prekristalizacijo. Na dno steklene kapilare smo najprej nanesli spodnjo plast 
mivke, nato silikagel, ki je predstavljal stacionarno fazo, vzorec raztopljen v zelo majhnem 
volumnu mobilne faze in zgornjo plast mivke, nad katero smo dodajali mobilno fazo. Elucijo 
smo pospešili z uporabo nadtlaka. Za stacionarno fazo smo uporabili silikagel z velikostjo 
delcev 0,040 – 0,063 mm, proizvajalca Merck. Mobilno fazo smo pripravili iz različnih 
razmerij organskih topil (DKM:MeOH), ki so navedena v sinteznih postopkih spojin. Zbrane 
frakcije eluiranih spojin smo analizirali s tankoplastno kromatografijo, pod UV lučko pri 
254 nm.  
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3.3 SPEKTROSKOPSKE METODE 
3.3.1 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
1H NMR spektre spojin smo posneli pri 400 MHz na spektrometru Bruker Avance III 400 
na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Vzorce smo pred snemanjem raztopili v 
devteriranem kloroformu (CDCl3) ali devteriranem dimetilsulfoksidu (DMSO-d6)s 
tetrametilsilanom (TMS) kot internim standardom.  
3.3.2 Masna spektrometrija (MS) 
Masnospektrometrične meritve smo na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani posneli 
na masnem spektrometru visoke ločljivosti ExactiveTM Plus Orbitrab Mass Spectrometer s 
tehniko HR-MS. 
3.4 DOLOČANJE TALILNEGA INTERVALA 
Talilni interval kristaliničnih spojin smo določili na Kofflerjevem mikroskopu Leica z 
ogrevalno mizico.  
3.5 PROGRAMSKA OPREMA 
3.5.1 Nomenklatura in risanje spojin  
Program ChemBioDraw Professional 16.0, CambridgeSoft, smo uporabili za risanje 
strukturnih formul spojin in reakcijskih shem. Uporabili smo ga tudi za poimenovanje spojin 
po nomenklaturi IUPAC. 
3.5.2 Obdelava spektrov 1H NMR  
Posnete 1H NMR spektre smo obdelali v računalniškem programu MestReNova v6.0.2-
5475, Masterlab Research S.L.  
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4 MATERIALI IN METODE – BIOLOŠKI DEL 
4.1 MATERIALI IN REAGENTI 
Preglednica III: Materiali in reagenti uporabljeni za biološka testiranja  
Material/reagent Izvor/proizvajalec 
 MCF-7 človeška celična linija raka dojke ATCC, USA 
 Medij za gojenje MCF-7 celic: MEM (Minimum 
essential Medium Eagle), z dodatkom: 
 10% fetalnega govejega seruma, 
 2 mM L-glutamina,  
 10 µg/mL  inzulina,  
 100 UI/mL penicilina in 100 µg/mL streptomicina.  
Sigma aldrich, VB  
 
Gibco, Južna Amerika, 
Gibco, Brazilija,  
Sigma aldrich, USA,  
Sigma aldrich, Izrael 
 PBS – fosfatni pufer Gibco, VB 
 DMSO (dimetil sulfoksid) Merck, Nemčija 
 Tripsin Gibco, Danska 
 Tripan modro – (C34H28N6O14S4) Sigma aldrich, ZDA 
 MTS ((3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoskifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolijeva 
sol) 
Promega, ZDA 
4.2 METODE 
Antiproliferativno aktivnost sintetiziranih spojin in vrednosti IC50 aktivnih spojin smo na 
celični liniji raka dojke MCF-7 določili na Fakulteti za farmacijo, Univerze v Ljubljani po 
metodah 4.2.1 – 4.2.6. Antiproliferativno aktivnost sintetiziranih spojin in vrednosti IC50 
aktivnih spojin je na celični liniji raka jeter HepG2 določila asist. dr. Darja Gramec Skledar, 
mag. farm. 
4.2.1 Gojenje celic 
Celično linijo MCF-7 smo gojili v sterilni gojitveni posodi v specializiranem inkubatorju pri 
temperaturi 37 °C, 100 % vlažnosti in 5 % ravni CO2. Za gojenje celic smo uporabili 
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gojitveni medij MEM, z dodatkom 10 % FBS, 2 mM L-glutamina, 10 µg/mL inzulina ter 
100 UI/mL penicilina in 100 µg/mL streptomicina. 
4.2.2 Presajanje celic 
Celice celične linije MCF-7 se konstantno delijo, zato smo jih morali presaditi. Celice smo 
presadili v aseptičnih pogojih v komori z laminarnim pretokom zraka (LAF). Celicam smo 
odstranili medij in jih sprali s fosfatnim pufrom PBS (5 mL) ter se tako popolnoma znebili 
medija, ki bi lahko v naslednji stopnji inaktiviral tripsin. Nato smo dodali tripsin (2,5 mL), 
ki odlepi celice z gojitvene posode in jih za 4 min postavili v inkubator pri temperaturi 37 
°C, 100 % vlažnosti in 5 % ravni CO2. Po končani inkubaciji smo dodali medij (7,5 mL), s 
čimer smo inaktivirali tripsin, ki bi lahko poškodoval naše celice. Celično suspenzijo smo 
prenesli v centrifugirko in centrifugirali pri 1000 obratih/min 5 min. Nato smo odstranili 
supernatant in celice najprej resuspendirali z 1 mL medija, nato pa dodali še 9 mL medija. 
Celice smo prešteli ter v novo gojitveno posodo prenesli približno 1,5 × 106 celic. 
4.2.3 Štetje celic s hemocitometrom 
Štetje celic je pomembno za določanje ustrezne koncentracije celic pri presajanju in 
testiranju naših spojin. Za štetje celic smo v mikrocentrifugirki homogeno v razmerju 1:1 
zmešali celično suspenzijo (40 µL), ki smo jo zadržali pri presajanju celic in barvilo tripan 
modro (40 µL). Barvilo tripan modro prehaja celično membrano poškodovanih celic in jih 
obarva z modro barvo, medtem ko se nepoškodovane celice ne obarvajo. Pripravljeno 
suspenzijo smo s pomočjo pipete nanesli na hemocitometer in pod svetlobnim mikroskopom 
prešteli celice v polju štirih kvadratov. Izračunali smo povprečje celic v štirih kvadratih in 
ga pomnožili s faktorjem redčenja (2) ter volumnom merilne komore (× 104), s čimer smo 
kot rezultat dobili koncentracijo naših celic podanih kot število celic/mL celične suspenzije.   
4.2.4 MTS test celične proliferacije 
Vpliv sintetiziranih spojin na proliferacijo človeških celic raka dojke MCF-7, smo določili s 
testom MTS CellTiter 96R AQueous One Solotion Cell Proliferation (Promega,..) z eno 
biološko ponovitvijo v triplikatu. Test temelji na določanju metabolne aktivnosti celic in 
posledično lahko z njim določimo citostatični ali citotoksični učinek izbranih spojin. 
Reagent vsebuje tetrazolijevo sol MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
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karboksimetoskifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolijeva sol in sklopitveni reagent PES 
(fenazin etosulfat), ki kemično stabilizira raztopino. MTS se ob prisotnosti reducirajočih 
molekul - NADPH in NADH, ki ju vsebujejo le žive, metabolno aktivne celice, reducira v 
vodotopen intenzivno obarvan formazan (slika 15), kateremu izmerimo absorbanco pri 492 
nm. (36- 38) 
 
Slika 15: Struktura MTS in njegova pretvorba v formazan v metabolno aktivnih celicah v 
prisotnosti NADH in NADPH. 
Na testno ploščico, ki vsebuje 96 testnih vdolbinic, smo z večkanalno pipeto v vsako 
vdolbinico nasadili 100 µL celične suspenzije s koncentracijo 2 × 10-4 celic/mL. V tri 
vdolbinice smo nanesli samo 150 µL medija brez celic, ki nam je služil za slepo kontrolo. 
Ploščico smo nato inkubirali 24 ur v inkubatorju pri temperaturi 37 °C, 100 % vlažnosti in 5 
% ravni CO2. Naslednji dan smo najprej pripravili ustrezne koncentracije testnih spojin, 
pozitivno in negativno kontrolo in nato izvedli tretiranje celic: 
 Testne spojine smo na MCF-7 celicah testirali pri koncentraciji 50 µM : 7,5 µL 10 mM 
testne spojine v DMSO smo raztopili v 0,5 mL medija. V vsako vdolbinico na ploščici 
smo k 100 µL celične suspenzije v treh paralelah nanesli 50 µL tako pripravljene testne 
spojine.  
 Za pozitivno kontrolo z znano citotoksično aktivnostjo smo uporabili 100 µM in 50 µM 
koncentracijo etopozida. V treh paralelah smo k 100 µL celične suspenzije dodali 50 µL 
300 µM etopozida in v treh paralelah 50 µL 150µM etopozida.  
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  Za kontrolo 100 % proliferacije smo uporabili 0,5 % DMSO: 50 µL 1,5 % DMSO smo 
v šestih paralelah dodali k 100 µL celične suspenzije.  
Po nanosu smo testno ploščico ponovno inkubirali v inkubatorju 3 dni pri temperaturi 37 °C, 
100 % vlažnosti in 5 % ravni CO2. Po inkubaciji smo v vdolbinice dodali 10 µL reagenta 
MTS in pod enakimi pogoji še enkrat inkubirali 3 ure. S čitalcem mikrotitrskih ploščic smo 
nato izmerili absorbanco formazana pri 492 nm.  
4.2.5 Izračun deleža proliferacije celic (%) in statistično ovrednotenje rezultatov 
Delež proliferacije celic (%), ki so bile izpostavljene testnim spojinam pri koncentraciji 
spojin 50 µM, smo na podlagi izmerjenih absorbanc formazana pri 492 nm izračunali tako, 
da smo od absorbance formazana s testno spojino odšteli absorbanco formazana s slepo 
kontrolo ter vrednost normalizirali na izmerjeno absorbanco formazana z 0,5 % DMSO 
(predstavlja kontrolo, kje je delež proliferacije celic 100%), od katere smo prav tako odšteli 
absorbanco formazana s slepo kontrolo:  
 
𝑑𝑒𝑙𝑒ž 𝑝𝑟𝑜𝑙𝑖𝑓𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 (%) =
A (testne spojine) − 𝐴 ( 𝑠𝑙𝑒𝑝𝑎 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑎)
𝐴 (𝐷𝑀𝑆𝑂) − 𝐴 (𝑠𝑙𝑒𝑝𝑎 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑎)
𝑥 100 
 
Ker smo vsako spojino testirali v triplikatu smo končni rezultat deleža proliferacije celic 
(%), ki je bila izpostavljena testni spojini podali kot povprečje treh rezultatov celične 
proliferacije (%).  
Rezultate deleža proliferacije celic (%), ki so bile izpostavljene posamezni testni spojini v 
triplikatu smo statistično ovrednotili s Studentovim t-testom glede na vrednosti kontrole 
topila 0,5 % DMSO (pri stopnji tveganja α=0,05) pri čemer smo postavili dve hipotezi: 
 H0: med rezultati proliferacije celic (%) s 50 µM testne spojine in rezultati 
proliferacije celic (%) s kontrolo 0,5 % DMSO ni statistično značilnih razlik 
 H1: med rezultati proliferacije celic (%) s 50 µM testne spojine in rezultati 
proliferacije celic (%) s kontrolo 0,5 % DMSO so statistično značilne razlike 
Statistično značilnost rezultatov smo podali glede na izračunane p vrednosti Studentovega t-
testa, pri čemer smo upoštevali stopnjo tveganja α=0,05: 
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 p < α (0,05) → zavrnemo H0, sprejmemo H1  
 p > α (0,05) → zavrnemo H1, sprejmemo H0  
Pri vrednostih t-testa pod 0,05 smo zavrgli ničelno hipotezo in sprejeli alternativno, kar 
pomeni, da so bili rezultati deleža proliferacije celic s testnimi spojinami glede na rezultate 
deleža proliferacije celic s kontrolo 0,5 % DMSO statistično značilni. V nasprotnem primeru 
smo sprejeli ničelno hipotezo.  
4.2.6 Določitev vrednosti IC50 aktivnim spojinam 
Spojine, ki so pri koncentraciji 50 µM za več kot 40 % znižale proliferacijo celic, smo še 
enkrat testirali v širšem koncentracijskem območju od 50 µM – 0,1 µM ( 50 µM, 25 µM, 10 
µM, 5 µM, 1 µM in 0,1 µM). Izmerili smo tudi antiproliferativno aktivnost etopozida v 
širšem koncentracijskem območju 100 µM – 0,1 µM (100 µM, 50 µM, 25 µM, 10 µM, 1 
µM, 0,1 µM). Testiranja smo izvedli z eno biološko ponovitvijo v triplikatu. Delež 
proliferacije celic ob dodatku posamezne testne spojine pri določeni koncentraciji smo 
izračunali po enakem postopku kot je opisan v poglavju 4.2.5. Izračun deleža proliferacije 
celic (%) in statistično ovrednotenje rezultatov. Na podlagi rezultatov smo posameznim 
testnim spojinam določili vrednost IC50 s pomočjo računalniškega programa GraphPad 
Prism 5.0 s funkcijo log(inh.) vs. response – variable slope, s katerim smo dobili grafe 
odvisnosti deleža proliferacije celic (%) glede na logaritemsko vrednost koncentracije testne 
spojine. Za lažjo interpretacijo rezultatov smo logaritemske vrednosti koncentracije testnih 
spojin antilogaritmirali in predstavili rezultate kot odziv proliferacije celic (%) v odvisnosti 
od koncentracije aktivne spojine. Iz grafov smo določili vrednost IC50, ki pomeni tisto 
koncentracijo spojine pri kateri se delež proliferacije celic zniža za 50 %. 
4.3 PROGRAMSKA OPREMA  
4.3.1 Načrt testiranja in statistična obdelava 
V računalniškem programu Microsoft Office – Microsoft Excel 2006 smo si pripravili načrt 
testiranja spojin. Na podlagi rezultatov izmerjenih absorbanc formazana pri 490 nm smo v 
računalniškem programu izračunali delež proliferacije.  
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4.3.2 Merjenje absorbance 
Za merjenje absorbance formazana pri 490 nm smo uporabili čitalec mikrotitrskih ploščic 
Synergy H4 Hybrus Reader, Biotek, Vermont, ZDA. 
4.3.3 Analiza podatkov 
Z računalniškim programom GraphPad Prism 5.0 smo grafično predstavili antiproliferativno 
aktivnost sintetiziranih spojin pri 50 µM, ki smo ga podali kot delež proliferacije celic (%). 
Za aktivne spojine, smo naredili grafe odnosa med antiproliferativnim učinkom in 
koncentracijo s pomočjo katerih smo določili vrednost IC50. S pomočjo računalniškega 
programa smo primerjavo rezultatov celične proliferacije (%) za posamezne sete spojin 
statistično ovrednotili s Studentovim t-testom in testom ANOVA, s čimer smo potrdili oz. 
ovrgli statistično značilnost rezultatov.  
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5 EKSPERIMENTALNI DEL 
5.1 Sinteza 3-kloro-N-(1-(4-(2-morfolinoetoksi)benzil)piperidin-4-il)benzamida 
(4) 
 
Shema 1: Reagenti in pogoji: a) EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C → sobna T, 1 dan; b) 4 M 
HCl v 1,4-dioksanu, 1,4-dioksan, sobna T, 1 dan; c) K2CO3, CH3CN, T=60 °C, 1 dan; d) 
NaCNBH3, MeOH, CH3COOH, sobna T, 1 dan. 
I. Sinteza terc-butil 4-(3-klorobenzamido)piperidin-1-karboksilata (1) 
3-klorobenzojsko kislino (1,17 g, 7,48 mmol) smo raztopili v DMF (25 mL) in jo za 15 min 
postavili na ledeno kopel. Raztopini smo pri sobni T dodali EDC (1,72 g, 8,98 mmol), HOBt 
(1,31 g, 9,72 mmol), NMM (1,64 mL, 15,0 mmol) in pustili mešati 20 min. Na koncu smo 
dodali terc-butil 4-aminopiperidin-1-karboksilat (1,50 g, 7,48 mmol) in pustili mešati čez 
noč pri sobni T. Reakcijski zmesi smo dodali EtOAc (100 mL) in organsko fazo spirali z 1 
% citronsko kislino (2 × 50 mL), nasičeno raztopino NaHCO3 (2 × 50 mL) in nasičeno 
raztopino NaCl (50 mL). Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali in pod 
znižanim tlakom odstranili EtOAc.  
Izolirali smo 2,145 g spojine 1. Izkoristek reakcije: 84,8 %; beli kristali; TT = 134-137 °C; 
Rf (DKM:MeOH=20:1)= 0,59; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,75 (t, J = 1,7 Hz, 1H, Ar-
H), 7,64 (ddd, J1 = 7,7 Hz, J2 = 1,6 Hz, J3 = 1,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,48 (ddd, J1 = 8,0 Hz, J2 = 
2,1 Hz, J3 = 1,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,38 (t, J = 7,8 Hz, 1H, Ar-H), 6,14 (d, J = 7,7 Hz, -CO-NH-
Magistrska naloga                                                                                             Urška Vižintin 
28 
), 4,18 – 4,08 (m, 1H, CH), 4,18 – 4,08 (m, 2H, CH2), 2,91 (t, J = 6,4 Hz, 2H, CH2), 2,04 (d, 
J = 2,4 Hz, 2H, CH2), 1,48 (s, 9H, 3 × CH3), 1,46 – 1,38 (m, 2H, CH2) ppm; HRMS (ESI+) 
za C17H23ClN2O3 (M+H
+): izračunan 339,1470; izmerjen 339,1471.  
II. Sinteza 3-kloro-N-(piperidin-4-il)benzamida (2)  
Spojino 1 (2,09 g, 6,17 mmol) smo raztopili v 1,4-dioksanu (30 mL) in za kratek čas postavili 
v ultrazvočno kadičko. Dodali smo 4 M HCl v 1,4-dioksanu (16 mL) in reakcijsko zmes 
pustili mešati čez noč pri sobni T, da je potekla odstranitev zaščitne skupine Boc. 1,4-dioksan 
smo odstranili pod znižanim tlakom. Dodali smo H2O (5 mL) in raztopino naalkalili z 2 M 
NaOH do pH=10. Ekstrahirali smo z EtOAc (3 × 50 mL), organsko fazo sušili nad 
brezvodnim Na2SO4, prefiltrirali in pod znižanim tlakom odstranili EtOAc. Ko smo razvili 
TLC, smo ugotovili, da je nekaj produkta še ostalo v vodni fazi. Vodno fazo smo zato še 
enkrat naalkalili z 2 M NaOH do pH=14 in ekstrahirali z DKM (3 × 50 mL), organsko fazo 
sušili nad brezvodnim Na2SO4, prefiltrirali in pod znižanim tlakom odstranili DKM.  
Celokupno smo izolirali 0,714 g spojine 2. Izkoristek reakcije: 48,6 %; bela oborina; Rf 
(DKM:MeOH =20:1)= 0,55; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 8,43 (d, J = 7,7 Hz, 1H, -
CO-NH-), 7,90 (t, J = 1,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,81 (ddd, J1 = 7,7 Hz, J2 = 1,6 Hz, J3 = 1,1 Hz, 
1H, Ar-H), 7,59 (ddd, J1 = 8,0 Hz, J2 = 2,2 Hz, J3 = 1,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,49 (t, J = 11,9 Hz, 
1H, Ar-H), 3,84 (m, 1H, CH), 3,47 (m, 1H, -NH-), 3,00 (d, J = 12,4 Hz, 2H, CH2), 2,57 (q, 
J = 12,2 Hz, 2H, CH2), 1,75 (d, J = 12,1 Hz, 2H, CH2), 1,45 (q, J = 12,2 Hz, 2H, CH2) ppm; 
HRMS (ESI+) za C12H15ON2Cl (M+H
+): izračunan 239,0946; izmerjen 239,0944.   
III. Sinteza 4-(2-morfolinoetoksi)benzaldehida (3)  
V CH3CN (50 mL) smo raztopili 4-hidroksibenzaldehid (1,02 g, 8,33 mmol), N-(2-kloroetil)-
morfolinijev klorid (1,55 g, 8,33 mmol) ter K2CO3 (2,30 g, 16,7 mmol) in reakcijsko zmes, 
opremljeni z vodnim hladilnikom, segrevali na oljni kopeli pri T = 60 °C čez noč. Pod 
znižanim tlakom smo uparili CH3CN. Reakcijski zmesi smo dodali H2O (15 mL) in 
ekstrahirali z EtOAc (3 × 30 mL). Organsko fazo smo sprali z nasičeno raztopino NaHCO3 
(50 mL) in nasičeno raztopino NaCl (50 mL), sušili nad brezvodnim Na2SO4, prefiltrirali in 
pod znižanim tlakom odstranili EtOAc.  
Izolirali smo 1,693 g spojine 3. Izkoristek reakcije: 86,4 %; rjavo olje; Rf (DKM:MeOH 
=9:1)= 0,67; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 9,87 (s, 1H, CHO), 7,90 – 7,83 (d, J = 8,8 
Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,14 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,21 (t, J = 5,7 Hz, 2H, CH2), 3,62 – 
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3,55 (t, J = 4,4 Hz, 4H, 2 × CH2), 3,35 (s, 2H, CH2), 2,72 (t, J = 5,2 Hz, 2H, CH2), 2,53 (t, J 
= 5,2 Hz, 2H, CH2) ppm, HRMS (ESI
+) za C13H17NO3 (M+H
+): izračunan 236,1281; 
izmerjen 236,1281.   
IV. Sinteza 3-kloro-N-(1-(4-(2-morfolinoetoksi)benzil)piperidin-4-il)benzamida (4)  
V MeOH (10 mL) smo raztopili spojino 2 (137 mg, 0,57 mmol) in spojino 3 (135 mg, 0,57 
mmol) ter dodali kapljico ocetne kisline. Reakcijsko zmes smo najprej mešali 5 min pri sobni 
T, dodali NaCNBH3 (43mg, 0,69 mmol) in pri sobni T pustili mešati čez noč. Pod znižanim 
tlakom smo odstranili MeOH in produkt čistili s kolonsko kromatografijo (MF 
DKM:MeOH=20:1 do 30. frakcije, nato MF DKM:MeOH=9:1). Čistim frakcijam 
izoliranega produkta smo pod znižanim tlakom odstranili topilo.  
Izolirali smo 0,225 mg spojine 4. Izkoristek reakcije: 85,6 %, brezbarvni kristali; TT = 109-
112 °C; Rf (DKM:MeOH =20:1)= 0,13; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 8,40 (d, J = 8,0 
Hz, 1H, -NH-), 7,88 (t, J = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 7,80 (ddd, J1 = 7,7 Hz, J2 = 1,6 Hz, J3 = 1,1 
Hz, 1H, Ar-H), 7,60 (ddd, J1 = 8,0 Hz, J2 = 2,1 Hz, J3 = 1,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,50 (t, J = 7,8 
Hz, 1H, Ar-H), 7,22 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,91 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,07 
(t, J = 5,8 Hz, 2H, Ph-O-CH2-CH2), 3,80 – 3,74 (m, 1H, CO-NH-CH), 3,58 (t, J = 4,0 Hz, 
4H, CH2-O-CH2), 3,18 (s, 2H, N-CH2-Ph), 2,85 (m, 2H, Ph-O-CH2-CH2), 2,69 (m, 2H, CH2), 
2,54 (m, 2H, CH2), 2,47 (m, 4H, 2 × CH2), 1,79 (m, 2H, CH2), 1,58 (m, 2H, CH2) ppm; 
HRMS (ESI+) za C25H33ClN3O3 (M+H
+): izračunan 458,2205; izmerjen 458,2193. 
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5.2 Sinteza N-(3-klorofenil)-1-(4-(2-morfolinoetoksi)benzil)piperidin-4-
karboksamida (7) 
 
Shema 2: Reagenti in pogoji: a) EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C → sobna T, 1 dan; b) 4 M 
HCl v 1,4-dioksanu, 1,4 dioksan, sobna T, 1 dan; c) spojina 3, NaCNBH3, MeOH, 
CH3COOH, sobna T, 1 dan. 
I. Sinteza terc-butil 4-((3-klorofenil)karbamoil)piperidin-1-karboksilata (5)  
1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-4-karboksilno kislino (1,50 g, 6,56 mmol) smo raztopili v 
DMF (15 mL) in raztopino za 15 min postavili na ledeno kopel. Raztopini smo pri sobni T 
dodali EDC (1,51 g, 7,87 mmol), HOBt (1,15 g, 8,53 mmol) in NMM (1,44 mL, 13,1 mmol) 
in pustili mešati 20 min. Na koncu smo dodali še 3-kloroanilin (0,836 g, 6,56 mmol) in pustili 
čez noč pri sobni T, da je potekla reakcija. Reakcijski zmesi smo dodali  EtOAc (90 mL) in 
organsko fazo spirali z 1 % citronsko kislino (2 × 50 mL), 10 % citronsko kislino (50 mL), 
nasičeno raztopino NaHCO3 (50 mL) in nasičeno raztopino NaCl (50 mL). Organsko fazo 
smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, prefiltrirali in pod znižanim tlakom odstranili EtOAc. 
Po razvitju TLC kromatograma smo ugotovili, da produkt ni popolnoma čist, zato smo 
izvedli kristalizacijo. Naš produkt smo raztopili  v majhnem volumnu EtOAc (5 mL) in ga 
oborili z dodajanjem heksana v ultrazvočni kadički. Izpadlo oborino smo odfiltrirali z 
odsesavanjem, sprali s heksanom, odfiltrirali z odsesavanjem in sušili do konstantne mase.   
Izolirali smo 0,782 g spojine 5. Izkoristek reakcije: 35,2 %; bela oborina; Rf 
(DKM:MeOH=20:1)= 0,47; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,68 (t, J = 1,9 Hz, 1H, -NH-
CO-), 7,36 (ddd, J1 = 8,2 Hz, J2 = 2,0 Hz, J3 =1,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,25 (t, J = 8,1 Hz, 1H, 
Ar-H), 7,19 (s, 1H, Ar-H), 7,11 (ddd, J1 = 8,0 Hz, J2 = 2,0 Hz, J3 = 1,0 Hz, 1H, Ar-H), 2,89 
– 2,76 (m, 2H, CH2), 2,44 – 2,36 (m, 2H, CH2), 1,95 – 1,88 (m, 2H, CH2), 1,83 – 1,70 (m, 
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2H, CH2), 1,7 (m, 1H, -NH-CO-CH), 1,49 (s, 9H, 3 × CH3) ppm; HRMS(ESI+) za 
C17H23ClN2O3 (M+H
+): izračunan 339,1470; izmerjen 339,1471.   
II. Sinteza N-(3-klorofenil)piperidin-4-karboksamida (6)  
Spojino 5 (0,671 g, 1,98 mmol) smo raztopili v 1,4-dioksanu (30 mL). Dodali smo 4 M HCl 
v 1,4-dioksanu (4,95 mL, 19,8 mmol) in reakcijsko zmes pustili mešati čez noč pri sobni T. 
Pod znižanim tlakom smo uparili 1,4-dioksan. Dodali smo destilirano vodo (10 mL) in 
naalkalili z 1 M NaOH do pH=14. Reakcijsko zmes smo ekstrahirali z DKM (3 × 30 mL). 
Pod znižanim tlakom smo organski fazi odstranili DKM.  
Izolirali smo 0,316 g spojine 6. Izkoristek reakcije: 66,8%; bela oborina; Rf 
(DKM:MeOH=20:1)=0; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,70 (t, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,37 
(ddd, J1 = 8,1 Hz, J2 = 1,9 Hz, J3 = 0,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,26 (t, J = 8,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,21 
(s, 1H, -NH-CO-), 7,10 (ddd, J1 = 8,0 Hz, J2 = 2,0 Hz, J3 = 1,0 Hz, 1H, Ar-H), 3,21 (m, 2H, 
CH2), 2,70 (m, 2H, CH2), 2,43 – 2,35 (m, 1H, -NH-), 1,93 (m, 2H, CH2), 1,75 (m, 2H, CH2), 
1,69 (m, 1H, -NH-CO-CH) ppm; HRMS (ESI+) za C12H15ClN2O (M+H
+): izračunan 
239,0946; izmerjen 239,0945.   
III. Sinteza N-(3-klorofenil)-1-(4-(2-morfolinoetoksi)benzil)piperidin-4-
karboksamida (7)  
Spojini 6 (0,130 g, 0,54 mmol) in 3 (0,130 g, 0,54 mmol) smo raztopili v MeOH (10 mL), 
dodali kapljico ocetne kisline in pustili mešati pri sobni temperaturi 5 min. Dodali smo 
NaCNBH3 (0,040 g, 0,65 mmol) in pustili mešati čez noč, da je reakcija potekla. Pod 
znižanim tlakom smo odstranili MeOH in nastali produkt čistili s kolonsko kromatografijo 
(DKM:MeOH=20:1, po 30. zbrani frakciji DKM:MeOH=9:1). Čistim frakcijam izoliranega 
produkta smo pod znižanim tlakom odstranili topilo.   
Izolirali smo 0,160 g spojine 7. Izkoristek reakcije: 64,2 %;  rumeno – rjavo strjeno olje; Rf 
(DKM:MeOH=9:1)=0,24; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,73 (t, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 
7,70 (s, 1H, -CO-NH-), 7,40 (ddd, J1 = 7,8 Hz, J2 = 1,7 Hz, J3 = 0,6 Hz, 1H, Ar-H), 7,27 (d, 
J = 8,8 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,24 (t, J = 8,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,09 (ddd, J1 = 8,0 Hz, J2 = 2,0 
Hz, J3 = 0,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,93 – 6.87 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,14 (t, J = 5,7 Hz, 
2H, -O-CH2-CH2-), 3,79 – 3,74 (m, 4H, 2 × CH2), 3,61 (s, 2H, >N-CH2-), 3,09 (m, 2H, CH2 
), 2,84 (t, J = 5,7 Hz, 2H, -O-CH2-CH2-), 2,65 – 2,60 (m, 4H, 2 × CH2), 2,39 – 2,30 (m, 2H, 
Magistrska naloga                                                                                             Urška Vižintin 
32 
CH2), 2,26 – 2,16 (m, 2H, CH2), 2,06 (m, 1H, -NH-CO-CH), 2,03 (m, 2H, CH2) ppm; HRMS 
(ESI+) za C25H33ClN3O3 (M+H
+): izračunan 458,2205; izmerjen 458,2195. 
5.3 Sinteza N-(3-klorofenil)-1-(4-(2-morfolinoetoksi)benzoil)piperidin-4-
karboksamida (10) 
 
Shema 3: Reagenti in pogoji: a) K2CO3, CH3CN, T=60 °C, 1 dan; b) 1 M NaOH, MeOH, 
sobna T, 1 dan; c) spojina 6, EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C → sobna T, 1 dan; d) spojina 
2, EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C → sobna T, 1 dan. 
I. Sinteza metil 4-(2-morfolinoetoksi)benzoata (8)  
V CH3CN (50 mL) smo raztopili metil 4-hidroksibenzoat (2,06 g, 13,5 mmol), N-(2-
kloroetil)-morfolinijev klorid (2,52 g, 13,5 mmol) in K2CO3 (3,74 g, 27,1 mmol) in 
reakcijsko zmes, opremljeno z vodnim hladilnikom, postavili na oljno kopel pri T = 60 °C 
čez noč. Pod znižanim tlakom smo odstranili CH3CN. Reakcijski zmesi smo dodali H2O (15 
mL) in ekstrahirali z EtOAc (3 × 30 mL). Organsko fazo smo sprali z nasičeno raztopino 
NaHCO3 (50 mL) in nasičeno raztopino NaCl (50 mL), sušili nad brezvodnim Na2SO4, 
prefiltrirali in pod znižanim tlakom odstranili EtOAc. Na podlagi razvitega TLC 
kromatograma smo ugotovili, da z ekstrakcijo nismo uspeli izolirali čistega produkta. 
Surovemu produktu smo dodali destilirano vodo (5 mL) in z 1 M HCl uravnali pH raztopine 
na 2, da smo produkt pretvorili v protonirano obliko. Ekstrahirali smo z EtOAc (2 × 50 mL), 
s čimer smo se znebili izhodnega fenola. Vodno fazo smo nato naalkalili z 1 M NaOH na 
pH=12 in za ekstrakcijo uporabili DKM (2 × 50 mL), saj bi EtOAc lahko hidroliziral. Pod 
znižanim tlakom smo odstranili DKM. 
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Izolirali smo 1,825 g spojine 8. Izkoristek reakcije: 50,8 %; beli kristali; TT = 46-48 °C; Rf 
(DKM:MeOH=20:1)= 0,48; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,99 (d, J = 9,0 Hz, 2H, 2 × Ar-
H), 6,92 (d, J = 9,0 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,16 (t, J = 5,7 Hz, 2H, -O-CH2-CH2-), 3,88 (s, 3H, 
CH3), 3,74 (m, 4H, 2 × CH2), 2,82 (t, J = 5,7 Hz, 2H, -O-CH2-CH2-), 2,58 (m, 4H, 2 × CH2) 
ppm; HRMS (ESI+) za C14H19NO4 (M+H
+): izračunan 266,1387; izmerjen 266,1387.   
II. Sinteza 4-(2-morfolinoetoksi)benzojske kisline (9) 
Spojino 5 (1,76 g, 6,63 mmol) smo raztopili v MeOH (20 mL) in dodali 1 M NaOH (19,9 
mL, 19,9 mmol). Mešali smo pri sobni T čez noč, da je potekla hidroliza estra. Pod znižanim 
tlakom smo uparili MeOH. Alkalno vodno fazo smo najprej ekstrahirali z EtOAc (50 mL), 
da smo se znebili odvečne spojine 5. Vodno fazo smo nato nakisali z 1 M HCl do pH=7, s 
čimer smo produkt spravili v nedisociirano obliko in ekstrahirali z DKM (3 × 30 mL). Ker 
smo po razvitju TLC - ja ugotovili, da je večina produkta ostala v vodni fazi, smo vodno 
fazo ekstrahirali še z vročim EtOAc (2 × 30 mL). Pod znižanim tlakom smo odstranili DKM 
in EtOAc. 
Izolirali smo 0,437 g spojine 9. Izkoristek reakcije: 26,2 %, bela oborina; Rf 
(DKM:MeOH=20:1)= 0,0; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 7,87 (d, J = 9,0 Hz, 2H, 2 × 
Ar-H), 7,02 (d, J = 9,0 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,16 (t, J = 5,7 Hz, 2H, -O-CH2-CH2-), 3,58 (m, 
4H, 2 × CH2), 2,71 (t, J = 5,7 Hz, 2H, -O-CH2-CH2-), 2,47 (m, 4H, 2 × CH2) ppm; HRMS 
(ESI+) za C13H17NO4 (M+H
+): izračunan 252,1230; izmerjen 252,1230.   
III. Sinteza N-(3-klorofenil)-1-(4-(2-morfolinoetoksi)benzoil)piperidin-4-
karboksamida (10)  
Spojino 9 (0,099 g, 0,394 mmol) smo raztopili v DMF (5 mL) in jo za 15 min postavili na 
ledeno kopel. Raztopini smo pri sobni T dodali EDC (0,091 g, 0,472 mmol), HOBt (0,069 
g, 0,512 mmol) in NMM (0,087 mL, 0,788 mmol) ter pustili mešati 20 min. Na koncu smo 
dodali spojino 6 (0,094 g, 0,394 mmol) in pustili čez noč pri sobni T, da je potekla reakcija. 
S pomočjo oljne vakuumske črpalke smo odstranili DMF pod znižanim tlakom. Produkt smo 
raztopili v vročem EtOAc (40 mL), pri čemer smo si zaradi slabe topnosti pomagali z 
uporabo ultrazvočne kadičke. Organsko fazo smo spirali z nasičeno raztopino NaHCO3 (2 × 
10 mL) in nasičeno raztopino NaCl (2 × 10 mL). Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim 
Na2SO4 in prefiltrirali. Pod znižanim tlakom smo odstranili EtOAc in izpadli produkt čistili 
s kolonsko kromatografijo (MF DKM:MeOH=9:1). Čistim frakcijam izoliranega produkta 
smo pod znižanim tlakom odstranili topilo.  
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Izolirali smo 0,019 g spojine 10. izkoristek reakcije: 24,1 %; rumeno strjeno olje; Rf 
(DKM:MeOH=9:1)= 0,52; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,68 (t, J = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 
7,42 – 7,39 (d, J = 8,8 Hz , 2H, 2 × Ar-H), 7,38 – 7,35 (ddd, J1 = 7,8 Hz, J2 = 1,7 Hz, J3 = 
0,6 Hz, 1H, Ar-H), 7,27 (s, 1H, -NH-CO-), 7,25 (t, J = 8,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,12 (ddd, J1 = 
7,9 Hz, J2 = 2,0 Hz, J3 = 0,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,97 – 6,93 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,18 
(t, J = 6,1 Hz, -O-CH2-CH2-), 3,81 – 3,74 (m, 4H, 2 × CH2), 3,03 (m, 2H, CH2), 2,86 (t, J = 
5,5 Hz, 2H, -O-CH2-CH2-), 2,63 (m, 4H, 2 × CH2), 2,56 – 2,48 (m, 2H, CH2), 2,05 – 1,95 
(m, 2H, CH2), 1,94 – 1,90 (m, 1H, -NH-CO-CH), 1,90 – 1,82 (m, 2H, CH2) ppm; HRMS 
(ESI+) za C25H31ClN3O4 (M+H
+): izračunan 472,1998; izmerjen 472,1990. 
5.4 Sinteza 3-kloro-N-(1-(4-(2-morfolinoetoksi)benzoil)piperidin-4-il)benzamida 
(11) 
Spojino 9 smo (0,072 g, 0,287 mmol) raztopili v DMF (5 mL) in jo za 15 min postavili na 
ledeno kopel. Raztopini smo pri sobni T dodali EDC (0,066 g, 0,344 mmol), HOBt (0,050 
g, 0,373 mmol) in NMM (0,063 mL, 0,573 mmol) in pustili mešati 20 min. Na koncu smo 
dodali spojino 2 (0,068 g, 0,287 mmol) in pustili čez noč, da je reakcija potekla pri sobni T. 
S pomočjo oljne vakuumske črpalke smo odstranili DMF pod znižanim tlakom. Produkt smo 
raztopili v vročem EtOAc z uporabo ultrazvočne kadičke in ekstrahirali z nasičeno raztopino 
NaHCO3 (2 × 10 mL) in nasičeno raztopino NaCl (2 × 10 mL). Organsko fazo smo sušili 
nad brezvodnim Na2SO4 in prefiltrirali. Pod znižanim tlakom smo odstranili EtOAc in nastali 
produkt čistili s kolonsko kromatografijo (MF DKM:MeOH=9:1). Pod znižanim tlakom smo 
čistim zbranim frakcijam uparili topilo. 
Izolirali smo 0,012 g spojine 11. Izkoristek reakcije: 8,9 %; rumeno strjeno olje, Rf 
(DKM:MeOH=9:1)= 0,39; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,76 (t, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 
7,65 (ddd, J1 = 7,7 Hz, J2 = 1,7 Hz, J3 =1,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,51 (ddd, J1 = 8,0 Hz, J2 = 2,1 
Hz, J3 = 1,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,43 – 7,38 (t, J = 8,1 Hz, 1H, Ar-H) 7,43 - 7,38 (m, 2H, 2 × Ar-
H), 6,95 – 6,92 (m, 2H, 2 × Ar-H), 6,06 (d, J = 7,4 Hz, 1H, -CO-NH-), 4,27 – 4,19 (m, 2H, 
CH2), 4,16 (t, J = 5,7 Hz, 2H, CH2), 3.78 – 3.75 (m, 5H, CH, 2 × CH2), 3,17 – 3,04 (m, 2H, 
CH2), 2,84 (t, J = 5,7 Hz, 2H, -O-CH2-CH2-), 2,64 – 2,58 (m, 4H, 2 × CH2), 2,14 – 2,11 (m, 
1H, -NH-CO-CH), 1,54 (m, 2H, CH2), 1,31 (m, 2H, CH2) ppm; HRMS (ESI
+) za 
C25H31ClN3O4 (M+H
+): izračunan 472,1998; izmerjen 472,1990. 
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5.5 Sinteza 3,5-dimetoksi-N-(1-(4-(2-morfolinoetoksi)benzil)piperidin-4-
il)benzamida (14) 
 
Shema 4: Reagenti in pogoji: a) EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C → sobna T, 1 dan; b) 4 M 
HCl v 1,4-dioksanu, 1,4 dioksan, sobna T, 1 dan; c) spojina 3, NaCNBH3, MeOH, 
CH3COOH, sobna T, 1 dan; d) spojina 9, EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C → sobna T, 1 dan. 
I. Sinteza terc-butil 4-(3,5-dimetoksibenzamido)piperidin-1-karboksilata (12)  
3,5-dimetoksibenzojsko kislino (1,36 g, 7,49 mmol) smo raztopili v DMF (15 mL) in 
raztopino za 15 min postavili na ledeno kopel. Raztopini smo pri sobni T dodali EDC (1,72 
g, 8,99 mmol), HOBt (1,32 g, 9,74 mmol) in NMM (1,65 mL, 15,0 mmol) in pustili mešati 
20 min. Na koncu smo dodali terc-butil 4-aminopiperidin-1-karboksilat (1,50 g, 7,49 mmol) 
in pustili čez noč pri sobni T, da je potekla reakcija. Reakcijski zmesi smo dodali EtOAc 
(100 mL) in organsko fazo spirali z 1% citronsko kislino (2 × 50 mL), nasičeno raztopino 
NaHCO3 (2 × 50 mL) in nasičeno raztopino NaCl (50 mL). Organsko fazo smo sušili nad 
brezvodnim Na2SO4, odfiltrirali in pod znižanim tlakom uparili EtOAc.  
Izolirali smo 2,021 g spojine 12. Izkoristek reakcije; 74,0 %; bela oborina; Rf 
(DKM:MeOH=20:1)= 0,44; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6,87 (d, J = 2,3 Hz, 2H, 2 × Ar-
H), 6,59 (t, J = 2,3 Hz, 1H, Ar-H), 5,97 (d, J = 7,8 Hz, 1H, -CO-NH-), 4,17 – 4,05 (m, 1H, 
-CO-NH-CH), 4,17 – 4,05 (t, J = 9,7 Hz, 2H, CH2), 3,84 (s, 6H, 2 × -O-CH3), 2,93 (t, J = 
9,7 Hz, 2H, CH2), 2,03 (dd, J1 = 12,3 Hz, J2 = 3,0 Hz, 2H, CH2), 1,49 (s, 9H, 3 × CH3), 1,42 
(dd, J1 = 11,9 Hz, J2 =  3,8 Hz, 2H, CH2) ppm; HRMS (ESI
+) za C19H28N2O5 (M+H
+): 
izračunan 365,2071; izmerjen 365,2072. 
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II. Sinteza 3,5-dimetoksi-N-(piperidin-4-il)benzamida (13)  
Spojino 12 (1,97 g, 5,41 mmol) smo raztopili v 1,4-dioksanu (30 mL) in za kratek čas 
postavili v ultrazvočno kadičko, da smo spojino raztopili. Dodali smo 4 M HCl v 1,4-
dioksanu (13,5 mL) in reakcijsko zmes pustili mešati čez noč pri sobni T. 1,4-dioksan smo 
odstranili pod znižanim tlakom. Dodali smo destilirano H2O (10 mL) in naalkalili raztopino 
z 1 M NaOH do pH=14. Ekstrahirali smo z DKM (3 × 30 mL), organsko fazo sušili nad 
brezvodnim Na2SO4, filtrirali in pod znižanim tlakom odstranili DKM.  
Izolirali smo 1,323 g spojine 13. Izkoristek reakcije: 92,5 %; bela oborina; Rf 
(DKM:MeOH=20:1)= 0,0; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 8,20 (d, J = 7,9 Hz, 1H, -CO-
NH-), 6,99 (d, J = 2,3 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,62 (t, J = 2,3 Hz, 1H, Ar-H), 3,85 – 3,80 (m, 1H, 
-CO-NH-CH), 3,78 (s, 6H, 2 × –O-CH3), 3,77 – 3,74 (m, 1H, -CH2-NH-CH2-), 3,00 – 2,91 
(m, 2H, CH2), 2,47 (m, 2H, CH2), 1,71 (m, 2H, CH2), 1,41 (m, 2H, CH2) ppm; HRMS (ESI
+) 
za C14H20N2O3 (M+H
+): izračunan 265,1547; izmerjen 265,1545.   
III. Sinteza 3,5-dimetoksi-N-(1-(4-(2-morfolinoetoksi)benzil)piperidin-4-
il)benzamida (14)  
Spojini 13 (0,120 g, 0,454 mmol) in 3 (0,107 g, 0,454 mmol) smo raztopili v MeOH (10 
mL), dodali kapljico ocetne kisline in pustili mešati pri sobni T 5 min. Dodali smo NaCNBH3 
(0,034 g, 0,545 mmol) in pustili mešati čez noč. Pod znižanim tlakom smo odstranili MeOH. 
Produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF DKM:MeOH=9:1) . Čistim frakcijam 
produkta smo pod znižanim tlakom odstranili topilo.  
Izolirali smo 0,123 g spojine 14. Izkoristek reakcije: 56,0 %; brezbarvno strjeno olje; Rf 
(DKM:MeOH=9:1)= 0,35; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,32 – 7,29 (d, J = 8 Hz, 2H, 2 × 
Ar-H), 6,97 – 6,93 (d, J = 8 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,91 (d, J = 2,3 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,59 (t, 
J = 2,3 Hz, 1H, Ar-H), 6,35 (d, J = 5,2 Hz, 1H, -CO-NH-), 4,16 (t, J = 5,7 Hz, 2H, -O-CH2-
CH2-), 4,16 (m, 1H, -CO-NH-CH) 3,84 (s, 6H, 2 × OCH3), 3,80 – 3,75 (m, 4H, 2 × CH2), 
3,80 – 3,75 (m, 2H, >N-CH2-Ph), 3,19 (m, 2H, CH2), 2,85 (t, J = 5,7 Hz, 2H, -O-CH2-CH2-
), 2,63 – 2,60 (m, 4H, 2 × CH2), 2,51 (m, 2H, CH2), 2,17 – 2,12 (m, 2H, CH2), 1,92 (m, 2H, 
CH2) ppm; HRMS (ESI
+) za C27H39N3O5 (M+H
+): izračunan 484,2806; izmerjen 484,2795. 
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5.6 Sinteza 3,5-dimetoksi-N-(1-(4-(2-morfolinoetoksi)benzoil)piperidin-4-
il)benzamida (15)  
Spojino 9 (0,030 g, 0,119 mmol) smo raztopili  v DMF (5 mL) in jo za 15 min postavili na 
ledeno kopel. Raztopini smo pri sobni T dodali EDC (0,027 g, 0,143 mmol), HOBt (0,021 
g, 0,155 mmol) in NMM (0,026 mL, 0,239 mmol) in pustili mešati 20 min. Na koncu smo 
dodali spojino 13 (0,030 g, 0,119 mmol) in pustili mešati čez noč pri sobni T. S pomočjo 
oljne vakuumske črpalke smo odstranili DMF. Reakcijsko zmes smo ekstrahirali z EtOAc 
(20 mL) in organsko fazo spirali z nasičeno raztopino NaHCO3 (2 × 10 mL) in nasičeno 
raztopino NaCl (50 mL). Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, prefiltrirali in 
pod znižanim tlakom odstranili EtOAc. Razvili smo TLC kromatogram in posneli NMR 
spekter. Spekter je pokazal, da smo z ekstrakcijo izolirali čisti produkt, zato čiščenje s 
kolonsko kromatografijo ni bilo potrebno.  
Izolirali smo 0,039 g spojine 15. Izkoristek reakcije: 65,7 %; rumeno strjeno olje; Rf 
(DKM:MeOH=9:1)= 0,38; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,42 – 7,38 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 2 
× Ar-H), 6,96 – 6,92 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,88 (d, J = 2,3 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,60 
(t, J = 2,3 Hz, 1H, Ar-H), 6,02 (d, J = 7,7 Hz, 1H, -CO-NH-), 4,30 – 4,19 (m, 2H, CH2), 4,16 
(t, J = 5,7 Hz, 2H, -O-CH2-CH2- ), 3,85 (s, 6H, 2 × OCH3), 3,79 – 3,73 (m, 4H, 2 × CH2), 
3,23 – 3,03 (m, 2H, CH2), 2,84 (t, J = 5,7 Hz, -O-CH2-CH2-), 2,62 – 2,58 (m, 4H, 2 × CH2), 
2,16 – 2,08 (m, 2H, 2 × CH2), 1,59 – 1,51 (m, 2H, CH2), 1,46 – 1,40 (m, 1H, -CO-NH-CH); 
HRMS (ESI+) za C27H36N3O6 (M+H
+): izračunan 498,2599; izmerjen 498,2589. 
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5.7 Sinteza terc-butil 4-((4-(4-((3-klorofenil)karbamoil)piperidin-1-
karbonil)fenoksi)metil) piperidin-1-karboksilata (18). 
 
Shema 5: Reagenti in pogoji: a) K2CO3, CH3CN, T=60 °C, 1 dan; b) 1 M NaOH, MeOH, 
sobna T, 1 dan; c) spojina 6, EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C → sobna T, 1 dan; d) 4 M HCl 
v 1,4-dioksanu, 1,4-dioksan, sobna T, 1 dan. 
I. Sinteza terc-butil 4-((4-(metoksikarbonil)fenoski)metil)piperidin-1-
karboksilata (16)  
V CH3CN (50 mL) smo raztopili metil 4-hidroksibenzoat (1,00 g, 6,57 mmol), terc-butil 4-
(bromometil)piperidin-1-karboksilat (1,83 g, 6,57 mmol) in K2CO3 (1,82 g, 13,2 mmol) ter 
reakcijsko zmes postavili na oljno kopel pri T = 60 °C, opremljeno z vodnim hladilnikom, 
čez noč. Pod znižanim tlakom smo odstranili CH3CN. Reakcijski zmesi smo dodali H2O (40 
mL) in ekstrahirali z EtOAc (3 × 50 mL). Organsko fazo smo spirali z nasičeno raztopino 
NaHCO3 (50 mL) in nasičeno raztopino NaCl (50 mL), sušili nad brezvodnim Na2SO4, 
prefiltrirali in pod znižanim tlakom odstranili EtOAc. Ker smo po razvitju TLC 
kromatograma ugotovili, da se z ekstrakcijo nismo uspeli znebiti začetnega fenola, smo 
produkt raztopili v DKM (20 mL) in spirali z 1 M NaOH (2 × 30 mL). Pod znižanim tlakom 
smo odstranili DKM. Produkt še vedno ni bil čist, zato smo izvedli prekristalizacijo. V 
majhni količini heksana (10 mL) smo raztopili produkt pri temperaturi vrelišča. Bučko smo 
postavili na ledeno kopel in s stekleno palčko ustvarili kristalizacijsko jedro. Produkt smo 
čez noč postavili v hladilnik, da so nam izpadli kristali, ki smo jih izolirali z odsesavanjem.  
Izolirali smo 0,638 g spojine 16. Izkoristek reakcije: 27,7 %; bela oborina; Rf 
(DKM:MeOH=9:1)= 0,84; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8,02 – 7,99 (m, 2H, 2 × Ar-H), 
6,95 – 6,89 (m, 2H, 2 × Ar-H), 4,19 (m, 2H, CH2), 3,91 (s, 3H, -COO-CH3), 3,86 (d, J = 4,3 
Hz, 2H, -CO-CH2-CH), 2,77 (m, 2H, CH2), 2,05 – 1,94 (m, 1H, -CO-CH2-CH), 1,88 – 1,81 
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(m, 2H, CH2), 1,49 (s, 9H, 3 × CH3), 1,37 – 1,25 (m, 2H, CH2) ppm; HRMS (ESI+) za 
C19H27NO5 (M+H
+): izračunan 350,1962; izmerjen 350,1960.   
II. Sinteza 4-((1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-4-il)metoksi)benzojske kisline 
(17) 
Spojino 16 (0,562 g, 1,61 mmol) smo raztopili v MeOH (5 mL) in dodali 1 M NaOH (4,83 
mL, 4,83 mmol) ter reakcijsko mešanico pustili čez noč. Pod znižanim tlakom smo uparili 
MeOH. Dodali smo majhen volumen H2O in alkalno vodno fazo ekstrahirali najprej z vročim 
EtOAc (2 × 30 mL). Ves produkt nam je ostal v vodni fazi. Enako se je zgodilo pri nakisanju 
vodne faze z 1 M HCl do pH=3 in ekstrakciji z vročim EtOAc (2 × 30 mL). Pod znižanim 
tlakom smo odstranili EtOAc. Vodno fazo smo naalkalili z 1 M NaOH do pH=14 in 
ekstrahirali z DKM (2 × 30 mL). Z ekstrakcijo smo se uspeli znebiti izhodne spojine. Pod 
znižanim tlakom smo organski fazi uparili DKM.  
Izolirali smo 0,101 g spojine 17. Izkoristek reakcije: 18,7%; brezbarvni kristali; TT=164-166 
°C; Rf (DKM:MeOH=20:1)= 0,25; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8,09 – 8,01 (m, 2H, 2 × 
Ar-H), 6,97 – 6,89 (m, 2H, 2 × Ar-H), 4,23 – 4,10 (m, 2H, CH2), 3,87 (d, J = 6,4 Hz, 2H, -
O-CH2-CH), 2,76 (m, 2H, CH2), 2,06 – 1,94 (m, 1H, -O-CH2-CH), 1,83 (m, 2H, CH2), 1,47 
(s, 9H, 3 × CH3), 1,36 – 1,24 (m, 2H, CH2) ppm. 
III. Sinteza terc-butil 4-((4-(4-((3-klorofenil)karbamoil)piperidin-1-
karbonil)fenoksi)metil) piperidin-1-karboksilata (18)  
Spojino 17 (0,050 g, 0,149 mmol) smo raztopili v DMF (5 mL) in jo za 15 min postavili na 
ledeno kopel. Raztopini smo pri sobni T dodali EDC (0,034 g, 0,179 mmol), HOBt (0,026 
g, 0,194 mmol) in NMM (0,033 mL, 0,298 mmol) ter pustili mešati 20 min. Na koncu smo 
dodali spojino 8 (0,036 g, 0,149 mmol) in pustili mešati čez noč pri sobni T. S pomočjo oljne 
vakuumske črpalke smo odstranili DMF. Reakcijsko zmes smo ekstrahirali z EtOAc (20 mL) 
in organsko fazo spirali z 10 % citronsko kislino (2 × 20 mL), nasičeno raztopino NaHCO3 
(30 mL) in nasičeno raztopino NaCl (30 mL). Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim 
Na2SO4, prefiltrirali in pod znižanim tlakom odstranili EtOAc. Po razvitju TLC 
kromatograma smo ugotovili, da so v našem produktu prisotne nečistote, zato smo produkt 
očistili s kolonsko kromatografijo (MF DKM:MeOH=40:1).  
Izolirali smo 0,030 g spojine 18. Izkoristek reakcije: 15,4%; bledo rumeno olje; Rf 
(DKM:MeOH=20:1)= 0,1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8,13 (s, 1H, -NH-CO-), 7,61 (t, J 
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= 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,39 (dd, J1 =  8,2 Hz, J2 = 1,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,37 – 7,34 (m, 2H, 2 × 
Ar-H), 7,21 (t, J = 8,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,06 (dd, J1 = 8,0 Hz, J2 = 1,0 Hz, 1H, Ar-H), 6,91 – 
6,85 (m, 2H, 2 × Ar-H), 4,55 (m, 1H, -NH-CO-CH), 4,16 (m, 2H, CH2), 3,81 (d, J = 6,3 Hz, 
2H, -O-CH2-CH), 3,11 – 2,87 (m, 2H, CH2), 2,75 (m, 2H, CH2), 2,51 (m, 1H, -O-CH2-CH), 
1,99 (m, 2H, CH2), 1,92 – 1,86 (m, 2H, CH2), 1,84 (m, 2H, CH2), 1,80 (m, 2H, CH2), 1,47 
(s, 9H, 3 × CH3), 1,34 – 1,20 (m, 2H, CH2) ppm; HRMS (ESI+) za C30H39ClN3O5 (M+H+): 
izračunan 556,2573; izmerjen 556,2538. 
5.8 Sinteza N-(3-klorofenil)-1-(4-(piperidin-4-ilmetoksi)benzoil)piperidin-4-
karboksamida (19) 
Spojino 18 (19,86 mg, 0,036  mmol) smo raztopili v 1,4-dioksanu (3 mL), dodali 4 M HCl 
v 1,4-dioksanu (0,09 mL) in reakcijsko zmes pustili mešati čez noč pri sobni T. 1,4-dioksan 
smo odstranili pod znižanim tlakom. Dodali smo destilirano H2O (10 mL) in naalkalili 
raztopino z 1 M NaOH do pH=14. Ekstrahirali smo z DKM (3 × 30 mL). Produkt se je oboril, 
zato smo ga izolirali z odsesavanjem.   
Izolirali smo 13,0 mg spojine 19. Izkoristek reakcije: 65,6 %, brezbarvno strjeno olje; Rf 
(DKM:MeOH=20:1)= 0; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8,01 (s, 1H, -NH-CO-), 7,65 (t, J = 
1,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,41 (dd, J1 =  8,2 Hz, J2 = 1,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,39 – 7,35 (m, 2H, 2 × 
Ar-H), 7,23 (t, J = 8,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,08 (dd, J1 = 7,1 Hz, J2 = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,92 – 
6,88 (m, 2H, 2 × Ar-H), 3,82 (d, J = 6,4 Hz, 2H, -O-CH2-CH), 3,16 (m, 2H, CH2), 3,06 – 
2,87 (m, 2H, CH2), 2,68 (m, 2H, CH2), 2,54 (m, 1H, -O-CH2-CH), 2,10 (m, 2H, CH2), 2,00 
– 1,93 (m, 2H, CH2), 1,91 (s, 1H, -CH), 1,89 (s, 1H, -CH-), 1,88 – 1,84 (m, 2H, CH2), 1,83 
(m, 2H, CH2), 1,35 (m, 2H, CH2) ppm; MS (ESI
-) m/z =453,9 ([M-H]-). 
5.9 Sinteza N-(3-klorofenil)-1-(4-hidroksibenzil)piperidin-4-karboksamida (20)  
 
Shema 6: Reagenti in pogoji: a) NaCNBH3, MeOH, CH3COOH, sobna T, 1 dan. 
V MeOH (5 mL) smo raztopili spojino 6 (0,050 g, 0,209 mmol) in 4-hidroksibenzaldehid 
(0,026 g, 0,209 mmol) ter dodali kapljico ocetne kisline. Reakcijsko zmes smo mešali 5 min 
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pri sobni T, dodali NaCNBH3 (0,016 g, 0,251 mmol) in pri sobni T mešali čez noč. Pod 
znižanim tlakom smo odstranili MeOH in nastali produkt očistili s kolonsko kromatografijo 
(MF DKM:MeOH=9:1). Skupaj smo združili čiste frakcije produkta in pod znižanim tlakom 
odstranili topilo.   
Izolirali smo 0,055 g spojine 20. Izkoristek reakcije: 76,2 %;  bledo rumeno strjeno olje; 
Rf(DKM:MeOH=9:1)= 0,15; 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 1,61 (dd, J1 = 12,4 Hz, J2 = 
3,6 Hz, 2H, CH2), 1,69 – 1,79 (m, 2H, CH2), 1,89 (s, 5H, 2 × CH2, CH), 2,29 (s, 1H, CH), 
2,84 (dt, J1 = 11,6 Hz, J2 = 3,3 Hz, 2H, CH2), 6,65 – 6,75 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,03 – 7,13 (m, 
3H, 3 × Ar-H), 7,30 (t, J = 8,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,44 (dt, J1 = 8,4, J2 = 1,1 Hz, 1H, Ar-H), 
7,83 (t, J = 2,1 Hz, 1H, NH), 10,02 (s, 1H, OH) ppm; HRMS (ESI+) za C19H22ClN2O2 
(M+H+): izračunan 345,1364; izmerjen 346,1359. 
5.10 Sinteza N-(3-klorofenil)-1-(4-hidroksibenzoil)piperidin-4-karboksamida (21)  
 
Shema 7: Reagenti in pogoji: a) EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C → sobna T, 1 dan. 
Za sintezo spojine 21 smo morali modificirati sintezni postopek za tvorbo amida. Pri tej 
reakciji smo izjemoma najprej dodali amin, nato sklopitvene reagente in šele nazadnje 
karboksilno kislino. Podaljšali smo tudi čas mešanja reakcijske zmesi na ledeni kopeli. 
Spojino 6 (0,094 g, 0,394 mmol) smo raztopili v DMF (10 mL) in jo za 15 min postavili na 
ledeno kopel. Na ledeni kopeli smo dodali EDC (0,091 g, 0,473 mmol), HOBt (0,069 g, 
0,512 mmol), NMM (0,087 mL, 0,788 mmol) in 4-hidroksibenzojsko kislino (0,054 g, 0,394 
mmol) ter pustili mešati 2 uri. Naslednji dan smo reakcijsko zmes ekstrahirali z EtOAc (50 
mL) in organsko fazo spirali z 1 % citronsko kislino (2 × 30 mL), nasičeno raztopino 
NaHCO3 (2 × 30 mL) in nasičeno raztopino NaCl (2 × 30 mL). Organsko fazo smo sušili 
nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali in pod znižanim tlakom odstranili EtOAc.  
Izolirali smo 0,118 g spojine 21. Izkoristek reakcije: 83,5 %; rjavo strjeno olje, Rf 
(DKM:MeOH=20:1)= 0,61; 1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 10,14 (s, 1H, Ph-OH), 9,84 (s, 
1H, -NH-CO-), 7,83 (t, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,48 – 7,44 (m, 1H, Ar-H), 7,32 (t, J = 8,1 
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Hz, 1H, Ar-H), 7,28 – 7,23 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,12 – 7,07 (m, 1H, Ar-H), 6,82 – 6,78 (m, 
2H, 2 × Ar-H), 3,10 – 3,02 (m, 1H, -NH-CO-CH), 2,99 – 2,88 (m, 2H, CH2), 2,66 – 2,58 (m, 
2H, CH2), 1,89 – 1,79 (m, 2H, CH2), 1,65 – 1,50 (m, 2H, CH2) ppm; HRMS (ESI+) za 
C19H20ClN2O3 (M+H
+): izračunan 359,1157; izmerjen 359,1154. 
5.11 Sinteza N-(2-klorofenil)-1-(4-(2-morfolinoetoksi)benzil)piperidin-4-karboksamida 
(24) 
 
Shema 8: Reagenti in pogoji: : a) EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C → sobna T, 1 dan; b) 4 M 
HCl v 1,4-dioksanu, 1,4 dioksan, sobna T, 1 dan; c) spojina 3, NaCNBH3, MeOH, 
CH3COOH, sobna T, 1 dan; d) spojina 9, EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C → sobna T, 1 dan. 
 
I. Sinteza terc-butil 4-(2-klorofenil)karbamoil)piperidin-1-karboksilata (22)  
1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-4-karboksilno kislino (0,74 g, 3,23 mmol) smo raztopili v 
DMF (10 mL) in jo za 15 min postavili na ledeno kopel. Raztopini smo pri sobni T dodali 
EDC (0,74 g, 3,87 mmol), HOBt (0,57 g, 4,20 mmol), NMM (0,71 mL, 6,46 mmol) in pustili 
mešati 20 min. Na koncu smo dodali 2-kloroanilin (0,412 g, 3,23 mmol) in pustili čez noč 
pri sobni T, da je reakcija potekla. Reakcijski zmesi smo dodali EtOAc (100 mL) in organsko 
fazo spirali z 1 % citronsko kislino (2 × 50 mL), 10 % citronsko kislino (50 mL), nasičeno 
raztopino NaHCO3 (2 × 50 mL) in nasičeno raztopino NaCl (50 mL). Organsko fazo smo 
sušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali in pod znižanim tlakom odstranili EtOAc. Surov 
produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF DKM:MeOH=20:1). Čistim frakcijam 
produkta smo pod znižanim tlakom odstranili topilo.  
Izolirali smo 0,055 g spojine 22. Izkoristek reakcije: 50,5 %; beli kristali; bela oborina; Rf 
(DKM:MeOH=20:1)=0,31; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8,40 (d, J = 7,9 Hz, 1H, Ar-H), 
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7,73 (s, 1H, -NH-CO-), 7,40 (d, J = 8,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,31 (t, 1H, J = 8,0 Hz, Ar-H), 7,11 
– 7,04 (t, 1H, J = 8,0 Hz, Ar-H), 4,31 – 4,14 (m, 2H, CH2), 2,92 – 2,78 (m, 2H, CH2), 2,56 
– 2,44 (m, 1H, -NH-CO-CH), 1,98 (m, 2H, CH2), 1,83 – 1,72 (m, 2H, CH2), 1,50 (s, 9H, 3 
× CH3) ppm; HRMS (ESI+) za C17H23ClN2O3 (M+H+): izračunan 339,1470; izmerjen 
339,1471.   
II. Sinteza N-(2-klorofenil)piperidin-4-karboksamida (23)  
Spojino 22 (0,055 g, 0,162 mmol) smo raztopili v 1,4-dioksanu (10 mL) in za kratek čas 
postavili v ultrazvočno kadičko. Dodali smo 4 M HCl v 1,4-dioksanu (0,41 mL) in reakcijsko 
zmes pustili mešati čez noč pri sobni T, da je potekla odstranitev zaščitne skupine Boc. 
Topilo smo odstranili pod znižanim tlakom. Dodali smo H2O (5 mL) in raztopino naalkalili 
z 2 M NaOH do pH=14. Ekstrahirali smo z DKM (3 × 30 mL) in pod znižanim tlakom 
odstranili DKM.  
Izolirali smo 0,038 g spojine 23. Izkoristek reakcije: 69,1 %; brezbarvno strjeno olje; Rf 
(DKM:MeOH=20:1)=0,0; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8,43 (d, J = 7,9 Hz, 1H, Ar-H), 
7,74 (s, 1H, -NH-CO-), 7,39 (d, J = 9,5 Hz, 1H, Ar-H), 7,31 (t, J = 7,8 Hz, 1H, Ar-H), 7,06 
(t, J = 8,0 Hz, 1H, Ar-H), 3,28 – 3,19 (m, 2H, CH2), 2,80 – 2,69 (m, 2H, CH2), 2,52 – 2,43 
(m, 1H, -NH-CO-CH), 2,04 – 1,96 (m, 2H, CH2), 1,84 – 1,73 (m, 2H, CH2), 1,69 (m, 1H, -
CH2-NH-CH2-) ppm; HRMS (ESI
+) za C12H15ClN2O (M+H
+): izračunan 239,0946; izmerjen 
239,0945. 
III. Sinteza N-(2-klorofenil)-1-(4-(2-morfolinoetoksi)benzil)piperidin-4-
karboksamida (24) 
V MeOH (5 mL) smo raztopili spojini 23 (19,0 mg, 0,08 mmol) in 3 (18,7 mg, 0,08 mmol) 
ter dodali kapljico ocetne kisline. Reakcijsko zmes smo najprej mešali 5 min pri sobni T, 
dodali NaCNBH3 (6,0 mg, 0,10 mmol) in pri sobni T pustili mešati čez noč. Pod znižanim 
tlakom smo odstranili MeOH in nastali produkt očistili s kolonsko kromatografijo (MF 
DKM:MeOH=15:1). Skupaj smo združili čiste frakcije našega produkta in jim pod znižanim 
tlakom odstranili topilo.  
Izolirali smo 0,023 mg spojine 24. Izkoristek reakcije: 63,9 %; brezbarvno strjeno olje;  Rf 
(DKM:MeOH =9:1)= 0,10; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8,39 (s, 1H, -NH-CO-), 7,74 (s, 
1H, Ar-H), 7,39 (dd, J1 = 8,5 Hz, J2 = 0,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,33 – 7,30 (m, 2H, 2 × Ar-H), 
7,26 (d, J = 8,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,11 – 7,04 (m, 1H, Ar-H), 6,91 (m, 2H, 2 × Ar-H), 4,17 – 
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4,11 (t, J = 8,0 Hz, 2H, -O-CH2-CH2-), 3,79 – 3,74 (t, J = 8 Hz, 2H, >N-CH2-Ph), 3,79-3,74 
(m, 2H, CH2), 3,59 – 3,50 (m, 2H, CH2), 3,12 – 2,97 (m, 2H, CH2), 2,86 – 2,81 (t, J = 8,0 
Hz, 2H, -O-CH2-CH2-), 2,65 – 2,59 (m, 4H, 2 × CH2), 2,45 – 2,31 (m, 1H, -NH-CO-CH), 
2,45 – 2,31 (m, 1H, N-CH2-CH), 2,12 – 1,75 (m, 6H, 3 × CH2)) ppm; HRMS (ESI+) za 
C25H33ClN3O3 (M+H
+): izračunan 458,2205; izmerjen 458,2234. 
5.12 Sinteza N-(2-klorofenil)-1-(4-(2-morfolinoetoksi)benzoil)piperidin-4-
karboksamida (25)  
Spojino 9 (20,0 mg, 0,08 mmol) smo raztopili v DMF (5 mL) in jo za 15 min postavili na 
ledeno kopel. Raztopini smo pri sobni T dodali EDC (18,31 mg, 0,01 mmol), HOBt (13,98 
mg, 0,10 mmol), NMM (0,02 mL, 0,16 mmol) in pustili mešati 20 min. Na koncu smo dodali 
spojino 23 (19,00 mg, 0,08 mmol) in  pustili mešati čez noč pri sobni T. Reakcijski zmesi 
smo s pomočjo oljne vakuumske črpalke odstranili DMF. Produkt smo raztopili v EtOAc 
(15 mL) in organsko fazo spirali z nasičeno raztopino NaHCO3 (2 × 10 mL) in nasičeno 
raztopino NaCl (2 × 10 mL). Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali in 
pod znižanim tlakom odstranili EtOAc.  
Izolirali smo 0,026 g spojine 25. Izkoristek reakcije: 70,3 %; rjavo strjeno olje; Rf 
(DKM:MeOH=9:1)= 0,29; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8,39 (d, J = 7,9 Hz, 1H, Ar-H), 
7,73 (s, 1H, -NH-CO-), 7,42 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,39 (d, J = 9,5 Hz, 1H, Ar-H), 7,34 – 7,30 
(t, J = 7,8 Hz, 1H, Ar-H), 7.07 (t, J = 8,0 Hz, 1H, Ar-H), 6,96 – 6,93 (m, 2H, 2 × Ar-H), 4,22 
– 4,15 (t, J = 5,7 Hz, 2H, -O-CH2-CH2-), 3,79 – 3,74 (m, 4H, 2 × CH2), 2,92 – 2,82 (t, J = 
5,7 Hz, 2H, -O-CH2-CH2-), 2,67 – 2,62 (m, 4H, 2 × CH2), 2,58 – 2,51 (m, 1H, -NH-CO-
CH), 2,07 – 1,99 (m, 2H, CH2), 1,92 – 1,85 (m, 2H, CH2), 1,47 – 1,39 (m, 2H, CH2), 0,95 – 
0,82 (m, 2H, CH2) ppm; HRMS (ESI
+) za C25H32ClN3O4 (M+H
+): izračunan 472,1998; 
izmerjen 472,1988. 
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5.13 Sinteza N-(4-klorofenil)-1-(4-(2-morfolinoetoksi)benzoil)piperidin-4-karboksamida 
(28) 
 
Shema 9: Reagenti in pogoji: a) EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C → sobna T, 1 dan; b) 4 M 
HCl v 1,4-dioksanu, 1,4-dioksan, sobna T, 1 dan; c) spojina 9, EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 
°C → sobna T, 1 dan. 
I. Sinteza terc-butil 4-(4-klorofenil)karbamoil)piperidin-1-karboksilata (26)  
1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-4-karboksilno kislino (0,74 g, 3,23 mmol) smo raztopili v 
DMF (10 mL) in jo za 15 min postavili na ledeno kopel. Raztopini smo pri sobni T dodali 
EDC (0,74 g, 3,87 mmol), HOBt (0,57 g, 4,20 mmol), NMM (0,71 mL, 6,46 mmol) in pustili 
mešati 20 min. Na koncu smo dodali 4-kloroanilin (0,412 g, 3,23 mmol) in pustili čez noč 
pri sobni T, da je reakcija potekla. Reakcijski zmesi smo dodali EtOAc (100 mL) in organsko 
fazo spirali z 1 % citronsko kislino (50 mL), 10 % citronsko kislino (30 mL), nasičeno 
raztopino NaHCO3 (50 mL) in nasičeno raztopino NaCl (50 mL). Organsko fazo smo sušili 
nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali in pod znižanim tlakom odstranili EtOAc. Produkt smo 
očistili s kolonsko kromatografijo (MF DKM → DKM:MeOH=40:1). Skupaj smo zbrali 
čiste frakcije produkta in jim pod znižanim tlakom odstranili topilo.  
Izolirali smo 0,720 g spojine 26. Izkoristek reakcije: 36,6 %; bela oborina; Rf 
(DKM:MeOH=20:1)=0,33; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,49 – 7,45 (m, 2H, 2 × Ar-H), 
7,31 – 7,27 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,17 (s, 1H, -NH-CO-), 4,32 – 4,09 (m, 2H, CH2), 2,79 (m, 
2H, CH2), 2,45 – 2,31 (m, 1H, -NH-CO-CH), 1,90 (m, 2H, CH2), 1,74 (m, 2H, CH2) ppm; 
HRMS (ESI+) za C17H23ClN2O3 (M+H
+): izračunan 339,1470; izmerjen 339,1467. 
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II. Sinteza N-(4-klorofenil)piperidin-4-karboksamida (27)  
Spojino 26 (0,114 g, 0,336 mmol) smo raztopili v 1,4-dioksanu (10 mL) in za kratek čas 
postavili v ultrazvočno kadičko. Dodali smo 4 M HCl v 1,4-dioksanu (0,84 mL) in reakcijsko 
zmes pustili mešati čez noč pri sobni T, da je potekla odstranitev zaščitne skupine Boc. 
Topilo smo odstranili pod znižanim tlakom. Dodali smo H2O (5 mL) in ekstrahirali z EtOAc 
(2 × 30 mL). Vodno fazo smo naalkalili z 2 M NaOH do pH=14 in ekstrahirali z DKM (3 × 
30 mL). Pod znižanim tlakom smo odstranili DKM.  
Izolirali smo 0,033 g spojine 27. Izkoristek reakcije: 41,3 %; brezbarvno strjeno olje; 
brezbarvnega olja; Rf (DKM:MeOH=20:1)=0; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,54 – 7,48 
(m, 2H, 2 × Ar-H), 7,34 – 7,29 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,21 (s, 1H, -NH-CO-), 3,22 (m, 1H, 
CH2), 2,78 – 2,64 (m, 1H, -NH-CO-CH), 2,46 – 2,34 (m, 2H, CH2), 1,94 (m, 2H, CH2), 1,80 
(m, 1H, -CH2-NH-CH2-), 1,76 – 1,68 (m, 2H, CH2) ppm; HRMS (ESI+) za C12H15ClN2O 
(M+H+): izračunan 239,0946; izmerjen 239,0946. 
III. Sinteza N-(4-klorofenil)-1-(4-(2-morfolinoetoksi)benzoil)piperidin-4-
karboksamida (28)  
Spojino 9 (18,95 mg, 0,08 mmol) smo raztopili v DMF (5 mL) in jo za 15 min postavili na 
ledeno kopel. Raztopini smo pri sobni T dodali EDC (17,35 mg, 0,09 mmol), HOBt (13,26 
mg, 0,09 mmol), NMM (0,008 mL, 0,08 mmol) in pustili mešati 20 min. Na koncu smo 
dodali spojino 27 (18,00 mg, 0,08 mmol) in  pustili čez noč pri sobni T, da je reakcija potekla. 
Reakcijski zmesi smo s pomočjo oljne vakuumske črpalke odstranili DMF. Produkt smo 
raztopili v EtOAc (10 mL) in organsko fazo spirali z nasičeno raztopino NaHCO3 (2 × 10 
mL) in nasičeno raztopino NaCl (2 × 10 mL). Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim 
Na2SO4, filtrirali in pod znižanim tlakom odstranili EtOAc.  
Izolirali smo 0,027 g spojine 28. Izkoristek reakcije: 77,1 %; rjavo strjeno olje; Rf 
(DKM:MeOH=9:1)= 0,36; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,49 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,40 (m, 
2H, 2 × Ar-H), 7,40 (s, 1H, -NH-CO-), 7,33 – 7,29 (m, 2H, 2 × Ar-H), 6,94 (m, 2H, 2 × Ar-
H), 4,17 (t, J = 6,6 Hz, 2H, -O-CH2-CH2-), 3,81 – 3,74 (m, 4H, 2 × CH2), 3,12 – 2,93 (m, 
2H, CH2), 2,85 (t, J = 5,4 Hz, 2H, -O-CH2-CH2-), 2,62 (m, 4H, 2 × CH2), 2,58 – 2,49 (m, 
1H, -NH-CO-CH), 1,98 (m, 2H, CH2), 1,92 – 1,82 (m, 2H, CH2), 1,72 – 1,59 (m, 2H, CH2); 
HRMS (ESI+) za C25H32ClN3O4 (M+H
+): izračunan 472,1998; izmerjen 472,1989. 
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6 REZULTATI IN RAZPRAVA 
6.1 KOMENTAR SINTEZNIH REAKCIJ 
6.1.1 Tvorba amidne vezi s pomočjo sklopitvenih reagentov 
Reakcijo nastanka amidne vezi med karboksilno kislino in aminom smo uporabili za sintezo 
spojin 1, 5, 12, 22, 26 in končnih spojin 10, 11, 15, 18, 21, 25, 28. Reakcije smo izvedli ob 
prisotnosti baze NMM in sklopitvenega reagenta EDC in HOBt. Najprej poteče nukleofilni 
napad EDC, ki s prostim elektronskim parom na karbodiimidnem dušiku odcepi proton na 
karboksilni skupini kisline. S tem aktiviramo kislino, ki v obliki karboksilata napade nastali 
karbodiimidni kation EDC. Pri tem nastane aktiviran ester O-acilsečnine. HOBt, ki ima v 
reakciji vlogo pomožnega nukleofila napade aktiviran ester, pri tem izstopi EDC v obliki 
vodotopnega derivata uree. Nazadnje poteče reakcija z aminom, ki kot nukleofil napade s 
HOBt aktiviran ester. Z odcepom HOBt, ki ga dobimo v prosti obliki, nastane naš produkt z 
amidno vezjo (shema 10). 
 
Shema 10: Mehanizem tvorbe amidne vezi s pomočjo sklopitvenih reagentov EDC in HOBt 
(prirejeno po (39, 40)) 
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6.1.2 Odstranitev zaščitne skupine Boc na amino skupini piperidina 
Zaščitno skupino Boc (terc-butil karbamat) na aminu smo odstranili za tvorbo spojin 3, 9, 
13, 23, 27 in končne spojine 19. Reakcijo smo izvajali s postopkom acidolize v kislih 
pogojih. Kot kislino smo uporabili 4 M HCl v 1,4-dioksanu. Najprej ob prisotnosti kisline 
poteče protoniranje terc-butil karbamata, čemur sledi izstop terc-butilnega kationa in 
nastanek derivata karbaminske kisline. Z dekarboksilacijo karbaminske kisline nastane amin 
v obliki soli, ki ga s postopkom ekstrakcije ob prisotnosti 2 M NaOH pretvorimo v 
neprotonirano obliko (shema 11).  
 
 
 
Shema 11: Odstranitev zaščitne skupine Boc (prirejeno po (41)) 
6.1.3 Williamsonova sinteza etra med fenolom in alkil halidom  
Etre smo sintetizirali iz alkohola in alkil halida ob prisotnosti baze z Williamsonovo sintezo. 
V našem primeru je šlo za reakcijo med derivatom fenola in alkil kloridom oz. alkil 
bromidom. Gre za nukleofilno substitucijo, ki poteče po Sn2 mehanizmu. Uporabili smo jo 
za sintezo spojin 3, 8, 16. Pri reakciji sodeluje baza (v našem primeru K2CO3), ki odcepi 
proton na fenolni OH skupini, pri čemer nastane fenoksidni anion, ki deluje kot dober 
nukleofil, ki z napadom na alkil halid tvori eter (shema 12).  
 
Shema 12: Williamsonova sinteza etra po Sn2 mehanizmu (prirejeno po (42)) 
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6.1.4 Tvorba terciarnih aminov z reduktivnim aminiranjem 
Za sintezo terciarnih aminov med sekundarnim aminom in aldehidom ob prisotnosti 
reducenta smo uporabili reakcijo reduktivnega aminiranja. Z njo smo pridobili končne 
spojine 4, 7, 14, 20, 24. Kot reducent smo uporabili natrijev cianoborhidrid (NaCNBH3). 
Reakciji smo dodali tudi kapljico ocetne kisline, da smo vzdrževali rahlo kisel medij. Pri 
reakciji sekundarni amin najprej nukleofilno napade karbonilni ogljik aldehida. Nato pride 
do prenosa protona s sosednjega C atoma, čemur sledi eliminacija vode in nastanek enamina. 
V šibko kislih pogojih (dodatek ocetne kisline) se nastali enamin protonira do iminijevega 
kationa, ki se z dodatkom reducenta NaCNBH3 reducira do terciarnega amina (shema 13).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Shema 13: Mehanizem reduktivnega aminiranja (prirejeno po (43, 44)) 
6.1.5 Bazična hidroliza estra 
Bazično hidrolizo estra za sintezo spojin 9, 17, ki jo imenujemo tudi saponifikacija, smo 
izvajali z močno bazo NaOH. Pri reakciji baza nukleofilno napade elektrofilni ogljikov atom 
estra, pri čemer se prekine π-π C=O vez in nastane nestabilen tetraedrični intermediat. Nato 
pride do prenosa protona in ponovne tvorbe C=O vezi, pri čemer se tvori karboksilna kislina 
ob izstopu alkoksida (RO-). Le-ta deluje kot baza, ki v naslednji stopnji odcepi proton na 
karboksilni skupini kisline (shema 14). Ker je nastali produkt v obliki soli, ga v nadaljevanju 
z 1 M HCl nakisamo do pH 7 in ga tako pretvorimo v nedisociirano obliko.  
 
Magistrska naloga                                                                                             Urška Vižintin 
50 
 
Shema 14: Mehanizem bazične hidrolize estra, (prirejeno po (40, 46)) 
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6.2 REZULTATI ANTIPROLIFERATIVNEGA DELOVANJA 
SINTETIZIRANIH SPOJIN  
S testom MTS smo na celični liniji raka dojke MCF-7 določili antiproliferativno delovanje 
trinajstih sintetiziranih spojin 4, 7, 10, 11, 14, 15, 18, 19, 20, 21, 24, 25 in 28. Spojine so bile 
najprej testirane pri koncentraciji 50 µM. Za pozitivno kontrolo z znano aktivnostjo 
zaviranja celične rasti smo uporabili etopozid pri koncentraciji 50 µM in 100 µM. Kot 
negativno kontrolo, pri kateri je celična rast 100%, smo uporabili 0,5% DMSO. Za slepo 
kontrolo smo uporabili samo medij brez celic. Na podlagi izmerjenih absorbanc formazana 
pri 492 nm smo za vsako testno spojino izračunali delež proliferacije celic (%). 0 % pomeni, 
da je prišlo do popolnega zaviranja proliferacije, med tem ko 100 % pomeni, da do zaviranja 
proliferacije ni prišlo. Torej nižja kot je vrednost proliferacije, večjo zaviralno aktivnost je 
izkazala naša sintetizirana spojina. Izračunani deleži proliferacije (%) za vsako izmed 
testiranih spojin pri 50 µM koncentraciji so predstavljeni na grafu 1 in v preglednici 2.  
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Graf 1: Rezultati testa MTS celične proliferacije (%) na celični liniji raka dojke MCF-7 so 
podani kot povprečna vrednost treh tehničnih replikatov s standardnim odklonom ob dodatku 
50 µM sintetiziranih spojin: aktivne spojine so označene z zeleno barvo, neaktivne spojine 
so na grafu predstavljene s sivo barvo. 
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Preglednica 1: Zbrani rezultati antiproliferativnega delovanja sintetiziranih spojin pri 
koncentraciji spojin 50 µM in referenčne spojine TVS-21 na človeški celični liniji raka dojke 
MCF-7. Rezultati so za posamezno spojino podani kot povprečna vrednost deleža 
proliferacije celic (%) treh replikatov s statistično značilno vrednostjo p Studentovega t-
testa. Aktivne spojine so v zeleno obarvanem polju (z določeno vrednostjo IC50 na človeški 
celični liniji raka dojke MCF-7 in človeški celični liniji raka jeter HepG2), medtem ko so 
neaktivne spojine v sivo označenem polju. 
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Pri vrednotenju proliferacije celic MCF-7 (%) ob dodatku posameznih sintetiziranih spojin 
smo ugotovili, da spojine 4, 10, 11, 14, 20, 21, 24, 25 in 28 izkazujejo šibko 
antiproliferativno delovanje pri koncentraciji 50 µM oziroma so neaktivne. Izračunani deleži 
proliferacije celic (%) se gibljejo med 65 – 130 %. Z uporabo statističnega testa (Studentov 
t-test pri stopnji zaupanja α=0,05) smo pri spojinah 4, 10, 11, 14, 24 in 28 izračunali p 
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vrednosti testa nad 0,05 (točne p vrednosti so podane v preglednici 2) s čimer smo sprejeli 
ničelno hipotezo, ki trdi, da med rezultati proliferacije celic (%) v prisotnosti 50 µM testnih 
spojin izračunanih kot povprečna vrednost treh replikatov in rezultati proliferacije celic (%) 
v prisotnosti kontrole 0,5 % DMSO ni statistično značilnih razlik. Spojine, ki so znižale 
proliferacijo celic za več kot 40 % so bile  7, 15, 18, 19 in smo jih označili za aktivne. Šibko 
zaviralno aktivnost na celično rast smo opazili pri spojini 7, pri kateri je bil delež proliferacije 
celic 56 %, močnejše delovanje smo opazili pri spojinah 15 in 18 (delež proliferacije celic 
okrog 30 %), najmočnejše delovanje pa je pokazala spojina 19 (delež proliferacije celic le 3 
%). Statistično značilno razliko rezultatov proliferacije celic po izpostavljenosti aktivnim 
spojinam v primerjavi z rezultati kontrole 0,5 % DMSO smo potrdili s Studentovim t-testom, 
katerih izračunane p vrednosti so bile <0,01. Na podlagi tega smo zavrgli ničelno hipotezo 
in sprejeli alternativno hipotezo, ki pravi, da so med rezultati proliferacije celic (%) ob 
dodatku testnih spojin in rezultati proliferacije celic (%)  s kontrolo 0,5 % DMSO statistično 
značilne razlike. 
Za aktivne spojine 7, 15, 18 in 19 smo želeli določiti odvisnost antiproliferativnega delovanja 
od koncentracije, zato smo te spojine ponovno testirali v širšem koncentracijskem območju 
od 50 µM do 0,1 µM (50 µM, 25 µM, 10 µM, 5 µM, 1 µM in 0,1 µM) na človeški celični 
liniji raka dojke MCF-7 in jim določili vrednost IC50 (µM). IC50 je tista koncentracija 
spojine, pri kateri se delež proliferacije celic zmanjša za 50 %. Za pozitivno kontrolo smo 
uporabili etopozid pri koncentraciji 100 µM, kot negativno kontrolo 0,5 % DMSO, za slepo 
kontrolo pa medij brez celic. Ustreznost testa smo potrdili z etopozidom, ki ima dokazano 
antiproliferativno delovanje. Njegovo aktivnost smo pomerili v širšem koncentracijskem 
območju 100 µM – 0,1 µM (100 µM, 50 µM, 25 µM, 10 µM, 1 µM, 0,1 µM) in določili IC50 
etopozida (23 µM). 
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IC50 = 50 μM 
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Graf 2: Grafi odnosa med antiproliferativnim 
učinkom testnih spojin, ki smo jih podali kot 
delež proliferacije celic (%) v odvisnosti od 
koncentracije izbranih testnih spojin (µM). 
Rezultati so podani kot povprečna vrednost 
treh tehničnih replikatov s standardnim 
odklonom. 
Na podlagi grafov 2 ugotavljamo, da ima spojina 7 približno enako vrednost IC50 v 
primerjavi z referenčno spojino TVS-21, medtem, ko je vrednost IC50 za spojini 18 in 19 za 
približno polovico nižja. To pomeni, da za dosego enakega učinka, ki pomeni 50 % znižanje 
proliferacije celic potrebujemo za polovico nižjo koncentracijo spojin 18 in 19 v primerjavi 
z referenčno spojino TVS-21. Pri spojini 15 vrednosti IC50 nismo mogli določiti, saj spojina 
glede na dani graf izkazuje antiproliferativno aktivnost pri višjih koncentracijah. Spojino bi 
v nadaljevanju morali testirati pri višji koncentraciji. Na grafu 2 spojine 15 opazimo tudi 
manjša standardna odstopanja posameznih rezultatov proliferacije celic (%) pri posamezni 
koncentraciji spojine, ki so lahko posledica slabe topnosti spojine.  
Glede na dobljene rezultate ugotavljamo, da menjava hidroksilne skupine na piperidinskem 
obroču referenčne spojine TVS-21 za amidno vez med lipofilnim aromatskim območem 
levega dela spojine in piperidinskim distančnikom ni prinesla predvidene izboljšave glede 
na spojno TVS-21. Predvidevamo, da je lahko vzrok tvorba vodikove vezi med hidroksilno 
skupino TVS-21 in aminokislinskimi ostanki Hsp90, ki je amidna vez ne tvori. Zanimal nas 
je tudi vpliv menjave zaporedja karbonilnega ogljika in aminskega dela amidne vezi na 
aktivnost. Če primerjamo spojini 4 in 7, ugotovimo, da je za izboljšano aktivnost pomembno, 
da je aminski del amidne vezi vezan na aromatski obroč, karbonilni del pa je povezan s 
piperidinskim obročem, vendar je bilo delovanje teh spojin šibkejše kot pri TVS-21.   
IC50 = 27 μM 
IC50 = 23 μM 
50 = 26  
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Tudi modifikacija levega lipofilnega dela spojine je lahko možen vzrok v slabši aktivnosti 
spojin. Spojina TVS-21 ima disubstituiran aromatski obroč, medtem ko smo v naše spojine 
vpeljali kloro- orto/meta/para monosubstituiran fenilni obroč. Če primerjamo spojine 10, 25 
in 28, ki imajo enake strukturne elemente desnega dela spojine in distančnika, razlikujejo se 
samo v položaju klorovega atoma na benzenovem obroču, ugotovimo, da k izboljšani 
aktivnosti doprinese klor vezan na orto položaju, medtem ko para in meta položaj klora na 
aromatu izkazujeta šibkejšo aktivnost. Klub temu ugotavljamo, da je aktivnost vseh 
monosubstituiranih spojin s klorom slabša v primerjavi s spojino TVS-21. Pomen 
disubstituiranega aromatskega dela na zaviralno aktivnost lahko potrdimo s spojinama 14 in 
15, pri katerih smo vpeljali 3,5-dimetoksifenilni obroč. Spojinama 14 in 15 smo v primerjavi 
s spojinama 4 in 11, s katerima imata ostale strukturne elemente popolnoma enake določili 
močnejše antiproliferativno delovanje. Za izboljšanje aktivnosti je torej ključen 
disubstituiran fenilni obroč, ki omogoča močnejše hidrofobne interakcije v primerjavi z 
monosubstituiranim fenilnim obročem.  
Proučevali smo tudi vpliv vpeljave amidne vezi med osrednja obroča distančnika in ga 
primerjali z vplivom strukturno enakih analogov z ohranjenim metilenskim distančnikom. 
Če med seboj primerjamo aktivnost spojin 4, 14, 24 z ohranjenim metilenskim delom 
distančnika z aktivnostjo spojin 11, 15, 25, pri katerih smo med piperidin in aromat vpeljali 
amidno vez, ugotovimo, da je proliferacija celic pri spojinah 4, 14 in 24  za 15-35 % nižja v 
primerjavi s spojinami 11, 15 in 25. Statistično značilnost rezultatov znižanja deleža 
proliferacije celic (%) za posamezne dvojice spojin smo ovrednotili s statističnima testoma 
ANOVA in Studentovim t-testom. Rezultati obeh testov so pokazali, da statistično značilno 
razliko v znižanju proliferacije celic (%) izkazuje samo dvojica spojin 14 in 15 (razlika v 
proliferaciji celic je 35 %), medtem ko za ostali dve dvojici spojin s statističnima testoma 
nismo mogli potrditi statistično značilnih razlik. Vzrok v znižanju proliferacije celic (%) pri 
setu spojin 14 in 15 bi lahko pripisali prostima elektronskima paroma na karbonilnem kisiku, 
ki z vezavnim mestom tvorita dodatne vodikove vezi, ki izboljšajo možnost vezave in 
posledično zaviralno aktivnost spojine. Enako modifikacijo smo uporabili tudi pri dvojici 
spojin 20 in 21 ter 7 in 10. S primerjavo spojin 20 in 21, ugotavljamo, da so rezultati testiranj 
deleža proliferacije celic (%) na MCF-7 celični liniji približno enaki za obe spojini, kar 
pomeni, da z vpeljavo amidne vezi nismo izboljšali antiproliferativnih učinkov. Tudi 
vrednosti obeh statističnih testov (ANOVA in Studentov t-test) so potrdili, da med rezultati 
deleža proliferacije celic (%) za spojini 20 in 21 ni statistično značilnih razlik. S primerjavo 
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spojin 7 in 10 ugotavljamo, da je spojina 7 brez amidne vezi imela za 50 % močnejše 
delovanje, statistično značilnost rezultatov primerjave obeh spojin pa smo potrdili tudi z 
obema statističnima testoma (ANOVA in Studentov t-test). Odnos med strukturo in 
delovanjem je na pripravljenem setu spojin zaenkrat še nejasen, zato na podlagi zgornjih 
rezultatov težko sklepamo o pomenu amidne vezi med piperidniskim in aromatskim 
obročem na protitumorno delovanje. Smiselno bi bilo pripraviti dodatne analoge, s katerimi 
bi ugotovili vpliv strukturnih elementov na antiproliferativno delovanje.  
Najmočnejši vpliv na proliferacijo celic izkazujeta spojini 18 in 19, kar pripisujemo 
modifikaciji desnega dela spojine. Pri spojini 18 smo morfolinski obroč zamenjali z Boc 
zaščitenim piperidinskim obročem, kateremu smo v naslednji stopnji odstranili zaščito Boc 
in tako prišli do spojine 19. Na ta način smo podaljšali razdaljo med bazičnim dušikovim 
centrom na desnem obroču in fenolnim obročem distančnika, hkrati pa tudi zmanjšali 
fleksibilnost tega dela molekule. Na podlagi rezultatov ugotavljamo, da je za doseganje 
močnejših interakcij z vezavnim mestom in antiproliferativno delovanje ključen bazični 
center v molekuli. Tako pripravljena spojina 19 omogoča močnejše ionske interakcije z 
vezavnim mestom, ki povečujejo njeno delovanje. Za potrditev hipoteze bi bilo smiselno 
pripraviti analoge spojine 19 s skrajšanimi in podaljšanimi razdaljami bazičnega centra in 
preveriti vpliv strukture na delovanje.  
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7 SKLEP 
Zaviranje proteina Hsp90, ki je zadolžen za aktivacijo in stabilizacijo številnih onkogenih 
proteinov, odgovornih za neoplastične spremembe, predstavlja pomembno tarčo pri razvoju 
učinkovin s protitumornim delovanjem. Prednost zaviralcev C-končne domene proteina v 
primerjavi z zaviralci N-končne domene so zmanjšani toksični učinki in delovanje, ki ne 
aktivira odziva toplotnega šoka.  
V okviru magistrske naloge smo sintetizirali trinajst novih potencialnih piperidinskih 
zaviralcev C-končne domene Hsp90, ki smo jih pripravili z modifikacijo referenčne spojine. 
Vpliv sintetiziranih spojin na proliferacijo celic smo določili s testom MTS na celični liniji 
raka dojk MCF-7 in raka jeter HepG2. Ugotovili smo, da štiri spojine vplivajo na 
proliferacijo celic, le dve pa sta imeli močnejše delovanje v primerjavi z referenčno spojino. 
Povzetek naše raziskave kaže, da menjava hidroksilne skupine na piperidinskem skeletu, 
namesto katere smo vpeljali amidno vez, ne izboljša vezave na Hsp90, zato jo je pri 
optimizaciji smiselno obdržati. Pri optimizaciji bi bilo smiselno proučiti pomen različnih 
položajev di- oz. trisubstituriranih fenilnih obročev, saj so spojine z disubstituiranim 
fenilnim obročem izkazovale boljše delovanje od tistih z monosubstituiranim obročem. 
Ključna je bila sinteza spojine 19, pri kateri smo modificirali desni del spojine, kjer smo 
namesto morfolinskega obroča uvedli piperidin in tako podaljšali razdaljo bazičnega centra 
z osrednjim delom distančnika spojine. IC50 spojine 19 je v primerjavi z referenčno spojino 
skoraj za polovico nižji. Na podlagi tega sklepamo, da je pri optimizaciji analogov smiselno 
izhajati iz spojine 19 in preveriti vpliv razdalje bazičnega centra, z modifikacijo katere bi 
lahko prišli do močnejše vezave v alosterično mesto Hsp90 in posledično močnejšega 
protitumornega delovanja. 
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